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La fantasia è più importante della conoscenza
Albert Einstein
Un viaggio di scoperta non è cercare nuove terre
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RIASSUNTO
La  malattia  di  Alzheimer  (AD)  di  tipo  sporadico  è  una  malattia 
neurodegenerativa dell’età avanzata caratterizzata da un progressivo decadimento 
delle funzioni cognitive fino alla demenza e rappresenta circa l’80-85% di tutte le 
forme  di  demenza  dell’età  senile.  Sul  piano  isto-patologico  la  AD  si 
contraddistingue per un progressivo accumulo della proteina beta amiloide (Aβ) 
fino alla formazione delle placche senili e da un aumento della proteina Tau con 
degenerazione di tipo fibrillare e formazione dei tipici Tangles. Le aree cerebrali 
più  colpite  sono risultate  le  cortecce  para-ippocampali  (corteccia  ento-  e  peri-
rinale),  l’ippocampo  ed  il  lobo  temporale,  almeno  in  una  fase  iniziale  della 
malattia  caratterizzata  da disturbi  moderati  della  memoria  episodica.  Le  cause 
della forma sporadica di AD sono tuttora sconosciute, sebbene siano noti alcuni 
fattori di rischio quali l’elevata presenza di un’isoforma della lipoproteina APOE 
coinvolta nel trasporto lipidico e nell’accumulo di Aβ.
In questo lavoro l’attenzione si è rivolta alla tossicità indotta dalla Aβ e, in 
particolare, alla  forma  oligomerica  del  peptide  costituito  da  42  residui 
aminoacidici  (Aβ1-42)  utilizzato  a  basse  concentrazioni;  lo  scopo era  quello  di 
riprodurre la fase precoce dei processi neurodegenerativi quando la Aβ in forma 
oligomerica solubile è già in grado di indurre deficit cognitivi di moderata gravità. 
L’indagine sperimentale è stata condotta in colture primarie di cellule corticali 
ottenute  da  topi  C57bl/6J  usando  principalmente  metodiche  di 
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immunocitochimica.  Gli  esperimenti  condotti  sono  stati  mirati  a  valutare 
l’eventuale  attivazione  di  due  chinasi,  p38  MAPK  e  JNK,  coinvolte  nei 
meccanismi  dello  stress  cellulare  ed  il  cui  stato  di  fosforilazione  è  risultato 
aumentato  in  alcune aree  cerebrali  di  pazienti  affetti  da AD. Sono state  usate 
soluzioni  contenenti  differenti  concentrazioni  di  Aβ1-42 in  forma  oligomerica 
solubile  (caratterizzata  precedentemente  mediante  spettrometria  di  massa)  in 
modo da separare concentrazioni letali, non in grado di indurre morte cellulare, da 
concentrazioni  tossiche  con  conseguente  morte  cellulare.  Utilizzando  colture 
neuronali  murine  abbiamo  osservato  che  il  peptide  oligomerico  Aβ1-42 alla 
concentrazione  200  nM  non  era  in  grado  di  indurre  morte  cellulare 
(concentrazione letale); a questa concentrazione la Aβ1-42 era comunque in grado 
di  modulare  la  fosforilazione  di  JNK  e  di  p38  MAPK.  Aumentando  la 
concentrazione di  Aβ1-42 a 500 nM si induceva una significativa morte cellulare 
(Aβ  500 nM 50.535±6.975% vs 7.242±1.571% nel controllo, P<0.001) che si 
associava  alla  fosforilazione  di  JNK  e  P38  MAPK.  Una  volta  stabilite  le 
condizioni  di  tossicità  della  Aβ si  è  cercato  di  verificare  un  eventuale  ruolo 
protettivo della neurotrofina BDNF nei confronti della tossicità indotta da Aβ1-42; 
in  particolare  si  è verificato  se il  BDNF fosse in  grado di  prevenire  lo  stress 
cellulare (fosforilazione di JNK e/o p38 MAPK) e la mortalità indotti da Aβ1-42. 
L’uso del BDNF è stato suggerito da recenti studi su pazienti affetti da AD in cui 
si osserva una riduzione di questa  neurotrofina sia nel liquido cefalo-rachidiano 
che in alcune aree cerebrali.  Sia la fosforilazione di p38 MAPK e JNK che la 
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morte cellulare indotta da Aβ1-42 a differenti concentrazioni erano prevenuti da un 
pretrattamento con BDNF delle cellule in coltura. La neuro protezione esercitata 
dal BDNF era mediata dall’attivazione del recettore TrkB (uno dei due recettori a 
cui si lega il BDNF) come dimostrato dall’uso di K252a (inibitore specifico del 
TrkB).  I  dati  ottenuti  indicano che il  BDNF è in  grado di  prevenire  lo  stress 
cellulare e la morte cellulare indotte dalla sostanza beta amiloide e suggeriscono 
che principi  attivi  capaci  di  indurre  un’attivazione  del  recettore  TrkB possano 
mimare l’azione del BDNF. In conclusione, il BDNF si propone come un fattore 
neuroprotettivo da utilizzare  per arrestare/rallentare i processi neurodegenerativi 
in tutte le forme di patologia caratterizzate da un progressivo accumulo di beta 
amiloide, quali la malattia di Alzheimer.
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ABSTRACT
Alzheimer’s disease (AD) is one of the main form of neurodegenerative 
disorders leading to dementia and characterized by progressive loss of cognitive 
functions.  This  form  of  dementia  represents  82-85% of  all  senile  dementias. 
Histopathological hallmarks of AD are senile plaques and neurofibrillary tangles. 
Senile plaques are composed of beta-amyloid (Aβ) and neurofibrillary tangles are 
composed of iperphosphorylated Tau protein. Aβ could be precociously involved 
in cognitive dysfunction even at early stage of neurodegeneration when present in 
soluble  state  as  oligomeric  species.  Recently,  we  showed  that  nanomolar 
concentration of the 42 aminoacid form of the oligomeric peptide (Aβ1-42) affects 
synaptic function activating cell stress signalling pathway such as p38 MAPK. 
Recent  evidences  suggest  that  altered  neurotrophic  factors  signalling  can 
represent an early key event in the pathogenesis of AD. In particular,  reduced 
level of BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor) has been shown in the brain 
of AD patients. In the present work, we investigated the potential protective effect 
of  BDNF  towards  Aβ  neurotoxicity  and  cell  stress  activation  (activation  of 
SAPKs such as p38 MAPK and JNK) using mouse primary neuronal cell culture.
Firstly we investigated the concentrations of oligomeric Aβ1-42 capable of 
inducing  cell  stress  intracellular  pathways  and/or  cell  death;  the  experimental 
activity was conducted in primary cultures of cortical cells. The second part of the 
present work was dedicated to show protective effects of BDNF on cells exposed 
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to different concentrations Aβ1-42. We found that a short time incubation (10 min) 
of oligomeric  Aβ1-42 (200 nM) was unable to cause cell  death; cell  death was 
induced  by  higher  concentration  of  Aβ1-42 (500  nM  and  2  µM). 
Immunocytochemistry for stress related kinases revealed a significant increase of 
the phosphorylated form of the p38 MAPK and JNK following  Aβ1-42 treatment 
even  at  concentration  of  Aβ1-42 (200  nM)  leaving  cells  viable.  We  can,  than, 
speculate that  SAPKs pathways are activated at  very early  stages  of AD. The 
levels of activation of JNK and p38 MAPK increase at higher concentrations of 
Aβ1-42 (500 nM and 2 µM). Interestingly, when cells were pre-treated with BDNF 
(50 ng/ml),  before exposure to different  Aβ1-42 concentrations, p38 MAPK and 
JNK phosphorylation was significantly reduced.  BDNF protective effects were 
completely abolished when cells are pre-incubated with K252a, a TrkB specific 
inhibitor. Our results indicate a specific neuroprotective role for BDNF signalling 
capable  of preventing Aβ effects  on stress related kinases  in  cortical  neurons; 




1.1 - LA MALATTIA DI ALZHEIMER  
In un congresso svoltosi in Germania a Tübingen, circa 100 anni fa, Alois 
Alzheimer descrisse per la prima volta la malattia che qualche anno più tardi verrà 
denominata da Krapelin la malattia di Alzheimer (Möller e Graeber; 1998). Di 
questo  singolo  caso  Alzheimer  riporta  sia  il  disturbo  cognitivo  sia  le 
caratteristiche neuropatologiche della malattia di seguito descritte. 
La  malattia  di  Alzheimer  (AD)  è  una  malattia  neurodegenerativa 
progressiva che porta  ad un deterioramento delle  facoltà  cognitive con perdita 
della  capacità  dell’individuo  di  interagire  con  l’ambiente.  Dal  punto  di  vista 
anatomo-patologico, come risulta da biopsia cerebrale dei pazienti colpiti da AD, 
si riscontra la presenza di placche di sostanza β amiloide (Aβ) con degenerazione 
di neuroni e la comparsa dei tipici “tangles” formati da agglomerati di sostanza 
fibrillare (Selkoe, 2000). Fa parte del gruppo delle demenze, di cui rappresenta 
circa il 50-60% degli individui oltre i 60 anni. La prevalenza della AD in Italia è 
di circa il 5-6.5% delle persone oltre i 65 anni ed il 20-25% delle persone oltre gli 
80 anni, con notevole impatto economico sulla spesa sanitaria. 
Il rischio di ammalarsi di AD aumenta progressivamente nella popolazione 
oltre i 60 anni e questo rappresenta da una parte un fattore negativo, ma anche un 
criterio su cui lavorare per approntare protocolli terapeutici in grado di prevenire, 
od almeno rallentare,  il  decorso della malattia.  Infatti,  il  decorso della AD nel 
90% dei casi è di tipo lento e progressivo con una durata media di circa 10 anni. 
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Le  cause  della  AD  sono  molteplici  e  va  distinta  una  variante  eredo-
familiare, trasmessa in modo autosomico dominante, in cui è alterato uno dei tre 
geni disposti su cromosomi diversi, quali il gene della proteina precursore della 
sostanza amiloide (APP) e i due geni che codificano per la pre-senilina 1 e 2 che 
controllano  gli  enzimi  coinvolti  nel  metabolismo  della  APP (Price  e  Sisodia, 
1998).  Questa  variante  rappresenta  circa  l’1-2%  di  tutta  la  popolazione  e  si 
distingue perché ha un’insorgenza precoce intorno ai 40-60 anni ed un decorso 
accelerato. 
La variante che coinvolge la stragrande maggioranza della popolazione, 
che inizia oltre i 60 anni ed ha un decorso lento, è di tipo sporadico, anche se dal 
punto di vista genetico si è visto che in una percentuale di casi con decorso più 
rapido è presente una mutazione del gene per apoE4, la cui proteina è coinvolta 
nel metabolismo del colesterolo. Secondo uno studio recente circa il 50% della 
popolazione che poi svilupperà Alzheimer ha un’alterazione dell’allele per apoE4 
(Roses, 1997). Gli altri fattori di rischio sono poco conosciuti e sono associati a 
insulti  vascolari,  tossici,  metabolici  ed  ad  eventuali  alterazioni  dei  sistemi  di 
difesa (immunitario, infiammatorio, gliale).
Le aree cerebrali  più colpite  dai  fenomeni  neurodegenerativi  nella  AD, 
almeno in uno stadio intermedio, sono la corteccia entorinale e l’ippocampo, con 
progressione al  lobo temporale  e frontale.  Nella fase avanzata  gran parte delle 
aree cerebrali appaiono compromesse. Una delle regioni che appaiono più colpite 
è  senz’altro  il  prosencefalo  basale,  dove  risiedono  i  nuclei  colinergici  che 
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innervano l’ippocampo e la corteccia. L’alterazione del fascio colinergico centrale 
con  conseguente  compromissione  dei  processi  di  apprendimento  è  una  delle 
caratteristiche  più  riconosciute  della  AD  su  cui  si  basano  tutta  una  serie  di 
protocolli terapeutici atti a ripristinare un normale tasso di acetilcolina a livello 
centrale.  La  ricerca  di  base  ha  messo  in  evidenza  che  le  cellule  colinergiche 
presenti a livello del prosencefalo basale dipendono per la loro sopravvivenza dal 
NGF  (Molnar  et  al.,  1998),  il  fattore  neurotrofico  scoperto  da  Rita  Levi-
Montalcini (per una review vedere Levi-Montalcini, 1998). In precedenza, il NGF 
era stato dimostrato essere attivo sulla plasticità sinaptica (Domenici et al., 1991), 
considerata  la  base  cellulare  dei  processi  di  apprendimento.  Gran  parte  della 
ricerca  farmacologica  sulla  AD  mira  ad  aumentare  il  segnale  legato 
all’acetilcolina che è deficitario nei pazienti con AD. Negli ultimi 10 anni sono 
state  proposte  terapie  con  tacrina,  donepezil  e  rivastigmina,  tutti  farmaci  che 
bloccano  l’enzima  acetilcolinesterasi  responsabile  della  scissione  a  livello 
sinaptico dell’acetilcolina, aumentandone quindi il livello endogeno (Giacobini, 
2003).
E’ chiaro che l’uso combinato di tecniche diagnostiche,  volte a rilevare 
precocemente  il  rischio  di  Alzheimer,  e  l’uso  di  farmaci  mirati  al  tipo  di 
sintomatologia può portare a dei miglioramenti e ad un rallentamento della AD. 
C’è, infatti, consenso sul principio che qualsiasi terapia attuata nelle fasi avanzate 
della AD è destinata a rivelarsi inefficace.
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1.2 - GENI E MALATTIA DI ALZHEIMER: FAMILIARITÀ E FORME SPORADICHE  
La forma familiare di Alzheimer è una malattia autosomica dominante che 
insorge prima dei 65 anni di età. La prima mutazione che è stata identificata come 
causa di  AD è a carico del  gene che codifica per la  proteina precursore della 
sostanza amiloide (APP) sul cromosoma 21 (Goate et  al.,  1991). Infatti,  segni 
neuropatologici  di  Alzheimer  si  osservano  invariabilmente  nella  sindrome  di 
Down (trisomia 21), in particolare per l’aumento di APP e conseguentemente di 
Aβ. Tale associazione viene ulteriormente supportata da un raro caso di sindrome 
di Down, nella quale un punto di rottura sulla porzione distale del cromosoma 21 
rendeva il paziente diploide per il gene APP. Tale condizione non si associava ad 
un  fenotipo  Alzheimer  e  non  si  osservavano  depositi  di  amiloide  nel  tessuto 
cerebrale dell’individuo dopo la morte, avvenuta a 78 anni (Prasher et al., 1998).
Sebbene altre  mutazioni  a  carico del gene APP siano state  identificate, 
esse rappresentano,  nel  loro insieme,  la  causa di  un numero ristretto  di  forme 
eredo-familiari di AD. Al contrario, mutazioni a carico dei geni ad alta omologia 
presenilina 1 (PSEN1) e presenilina 2 (PSEN2) rendono conto della maggior parte 
delle forme familiari della malattia (Sherringhton et al., 1995; Levy-Lahad et al., 
1995). 
Nel 1993 due gruppi differenti hanno indipendentemente dimostrato una 
associazione  tra  AD e  l’allele  ε4  dell’apolipoproteina  E  (Corder  et  al.,  1993; 
Poirier et al., 1993). La meta-analisi dimostra che l’allele APOE ε4 aumenta il 
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rischio di insorgenza di AD di tre volte negli eterozigoti e di ben quindici volte 
negli omozigoti (Farrer et al., 1997). Il meccanismo molecolare attraverso il quale 
l’allele  APOE ε4 promuove la  malattia  non è  del tutto  chiaro.  E’ noto che la 
proteina  ApoE  agisce  come  trasportatore  di  colesterolo  nel  sistema  nervoso 
centrale  e  si  ipotizza  che  la  variante  allelica  ε4  diminuisca  l’efficienza  del 
turnover  lipidico  delle  membrane  e  i  meccanismi  di  riparazione  neuronale 
(Poirier,  1994).  Inoltre,  ApoE  è  implicata  nel  deposito  di  Aβ  favorendo 
l’aggregazione fibrillare e la formazione delle placche (Holtzman et al., 2000). Si 
stima che APOE ε4 rappresenti il maggior fattore di rischio genetico per la AD: 
quindi è estremamente difficile dimostrate una forte associazione con altri geni 
suscettibili, anche per la eterogeneità con cui si presentano le forme sporadiche 
della  malattia  e  la  complessità  delle  interazioni  possibili  tra  geni  e  fattori 
ambientali.
1.3 - CARATTERISTICHE NEUROPATOLOGICHE DELLA MALATTIA DI ALZHEIMER   
A  livello  microscopico  le  lesioni  caratteristiche  della  malattia  di 
Alzheimer  sono  rappresentate  dalla  presenza  delle  placche  senili,  formate  da 
sostanza amiloide, e dagli addensamenti neurofibrillari noti come “tangles”. La 
loro presenza viene ritrovata sia nelle strutture del lobo temporo-mediale che nelle 
varie aree della corteccia. (Fig. 1.1 e Fig. 1.2)
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Figura 1.1: placche e grovigli. A) Neuroni in un cervello di un paziente sano. B) 
Neuroni in un cervello di un paziente affetto da AD dove sono ben visibili sia le placche 
che i grovigli. Le placche (freccia azzurra) sono depositi di Aβ circondati da neuriti 
distrofici, microglia ed astrociti attivati, mentre i grovigli (freccia nera) sono accumuli 
intracellulari della forma iperfosforilata della proteina tau associata ai microtubuli. 
(http://www.codacons.it/medicina/morboAlzheimerAppendice%20illustrata.htm)
Figura 1.2: differenze fra un cervello sano e uno di un paziente 
affetto da AD. A) cervello sano; B) cervello si un paziente affetto da 
grave AD dove sono evidenti le aree maggiormente colpite: la 
corteccia, l'ippocampo, i ventricoli. (www.alz.org)
I  meccanismi  che  sottendono  allo  sviluppo  di  questi  segni  sono  stati 
ampiamente studiati, in particolare le varie tappe dell’aggregazione della sostanza 
Aβ che porta  alla  formazione  delle  placche,  nonché la  iperfosforilazione  della 
proteina  tau,  causa  degli  addensamenti  intracellulari  neurofibrillari  denominati 
tangles. A fianco di questi due processi, la neurodegenerazione comprende anche 
altri  fenomeni  quali  disfunzione  neurovascolare,  anomalie  del  ciclo  cellulare, 
infiammazione e gliosi, stress ossidativo e disfunzione mitocondriale.
Inizialmente,  si  pensava  che  le  placche  senili  fossero costituite  da una 
proteina patologica  anomala  ma successivamente  si  è  scoperto che può essere 
prodotta  anche  in  condizioni  fisiologiche  dal  normale  metabolismo  cellulare 
(Haass et al., 1992).
Tale scoperta ha portato alla identificazione degli enzimi (β-secretasi e γ-
secretasi)  in  grado  di  tagliare  la  APP  e  di  produrre  il  frammento  Aβ.  La  γ-
secretasi  è  un complesso proteico di  membrana  ad attività  proteasica,  formato 
dalle  proteine  presenilina,  nicastrina,  PEN-2  e  APH-1,  dove  la  presenilina 
costituisce  il  sito  attivo  del  complesso.  La maggior  parte  dell’attività  della  β-
secretasi deriva da una aspartil-proteasi della membrana chiamata BACE1 (β-site 
APP-cleaving enzyme, Vassar et al., 1999) (Fig. 1.3). Per quanto riguarda, invece, 
la via non amiloidogenica del processamento della APP, sono state individuate 
due metalloproteasi ad attività α-secretasica.
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Il catabolismo della APP dipende, in condizioni fisiologiche, da diverse 
peptidasi:  IDE (insulin-degrading enzyme), neprilisina e enzima di conversione 
dell’endotelina (Carson e Turner, 2002). 
L’ipotesi della cascata dell’amiloide nella patogenesi della AD focalizza 
l’attenzione sullo sbilanciamento tra produzione e degradazione di Aβ nel sistema 
nervoso quale evento iniziale del processo degenerativo che porta allo sviluppo di 
demenza  (Hardy  e  Selkoe,  2002).  A  supporto  di  tale  ipotesi  sono,  come  già 
ricordato, le evidenze genetiche che indicano diverse mutazioni a carico del gene 
della  APP  e  di  enzimi  chiave  del  suo  metabolismo  (preseniline).  Inoltre,  la 
maggior parte delle mutazioni si concentrano sul sito di attività delle secretasi, 
portando  ad  un  aumento  dei  peptidi  amiloidogenici  neurotossici  (Aβ42).  Nel 
tempo, un iper espressione di APP e lo sbilanciamento verso la produzione di 
peptidi amiloidogenici porterebbe alla formazione delle placche senili. Durante la 
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Figura 1.3: formazione delle placche di amiloide. Le placche di amiloide sono formate dal 
frammento di 42aa. Questo viene dato dal taglio successivo dalla proteina transmembranale APP a 
carico di una γ-secretasi e di un complesso chiamato γ-secretasi. Nelle placche si ritrova la forma 
fibrillare. 
fase  di  aggregazione,  la  proteina  amiloide  solubile  andrebbe  incontro  a 
cambiamenti  conformazionali  verso  strutture  a  β-sheet,  che  la  rendono  più 
suscettibile  alla  formazione  prima  di  oligomeri  solubili  ed  infine  di  fibrille 
insolubili. Durante questo processo gli aggregati fibrillari di Aβ42 promuovono il 
cambiamento di struttura degli altri peptidi amiloidi (Jarret et al., 1993). 
Inizialmente si pensava che gli effetti patologici della Aβ fossero limitati 
alle forme aggregate, ma esiste ormai un largo consenso nel considerare anche gli 
oligomeri solubili Aβ come agenti in grado di interferire con i processi cognitivi e 
la plasticità sinaptica (Wang et al., 2004; Lesne et al., 2006).
Quasi in parallelo con la identificazione della composizione delle placche 
è  stato  dimostrato  che  i  tangles  sono  costituiti  da  anomali  addensamenti  di 
proteina tau iperfosforilata (Grundke-Iqbal et al., 1986; Nukina et al., 1986). La 
proteina  tau  è  normalmente  espressa negli  assoni  dei  neuroni,  dove si  lega  ai 
microtubuli stabilizzandone l’assemblamento. La fosforilazione della proteina tau 
è regolata da diverse chinasi (GSK-3β e CDK5) e fosfatasi come PP-1 e PP2A 
(Iqbal et al., 2005).
Nella  AD la  iperfosforilazione di tau porta  alla  disorganizzazione delle 
proteine  associate  ai  microtubuli  (MAP-1  e  MAP-2)  con  conseguente  loro 
disassemblamento e alterazione del trasporto assonale; questi cambiamenti della 
citoarchitettura  compromettono  la  funzionalità  dei  neuroni  e  delle  loro 
connessioni  sinaptiche  (Iqbal  et  al.,  2005).  Successivamente  la  proteina  tau 
aggrega, formando i depositi intracellulari insolubili denominati tangles (Fig. 1.4).
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Figura 1.4: la proteina tau fosforilata e i grovigli. A) Illustrazione schematica del legame tra tau e 
microtubuli attraverso il microtubule-binding domain. Più in basso è riportata la proteina iperfosforilata 
con l’indicazione dei siti di fosforilazione a livello dei residui di treonina (T) e serina (S). B) Il 
diagramma mostra la cascata di eventi che portano dalla fosforilazione di tau alla formazione dei 
tangles. La fosforilazione di tau è regolata da un equilibrio tra attività chinasica e fosfatasica. I 
microtubuli si disassemblano in presenza di proteina tau iperfosforilata, che sequestra le altre proteine 
associate ai microtubuli (MAP1, MAP2). Tau iperfosforilata tende ad aggregare prima sottoforma di 
fibrille insolubili (paired helical filaments, PHF) poi in complessi più grandi denominati tangles. Sia la 
disorganizzazione dei microtubuli che la formazione di tangles compromettono la funzionalità dei 
neuroni e delle sinapsi. I tangles vengono ubiquitinati per la degradazione non-lisosomiale ma tale 
processo non evita la progressione del danno fino alla morte cellulare (da Blennow et al., 2006)
Riguardo al profilo temporale, la tau-patia insorge precocemente nell’area 
entorinale, si propaga ad ippocampo ed amigdala ed infine si osserva nelle aree 
associative della neocorteccia (Braak et al., 1999). 
Nonostante molti aspetti molecolari siano stati chiariti, è ancora discusso 
se iperfosforilazione di tau e alterazione del metabolismo di Aβ debbano essere 
considerate la causa o piuttosto una conseguenza della AD. 
Alcune  evidenze  suggeriscono  nella  AD  una  certa  convergenza  tra  i 
meccanismi  patogenetici  che  portano  da  un  lato  alle  alterazioni  vascolari  e 
dall’altro all’accumulo di sostanza β-amiloide. Esiste infatti una comorbidità tra 
malattie cerebrovascolari e AD (Mayeux, 2003). Questa ipotesi neuro-vascolare si 
basa sul concetto che un inefficiente sistema vascolare determina sia alterazioni 
cognitive  sia  una  ridotta  clearance  dei  peptidi  Aβ (Iadecola,  2004).  In  questa 
ottica si inquadrano gli studi sperimentali che dimostrano, tanto nell’uomo quanto 
nei modelli animali, una aumentata espressione di APP e deposito di Aβ dopo un 
insulto cerebrovascolare di tipo ischemico (Jendroska et al., 1995; Sadowski et 
al., 2004). Tuttavia, altri autori suggeriscono che la malattia cerebrovascolare si 
possa  instaurare  indipendentemente  dalla  AD,  aumentando  la  probabilità  di 
sviluppo di demenza in fasi che altrimenti risulterebbero asintomatiche (Riekse et 
al., 2004).
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1.4 - ANDAMENTO CLINICO DELLA MALATTIA DI ALZHEIMER   
La malattia di Alzheimer è un disordine neurodegenerativo ad andamento 
lento  e  progressivo,  caratterizzato  nel  suo  esordio  dalla  presenza  di  deficit  di 
memoria episodica.
I segni rilevabili sono rappresentati da afasia, aprassia ed agnosia che si 
associano  a  disturbi  cognitivi  più  generali  come  difficoltà  nella  capacità  di 
giudizio, nel “decision–making” e nell’orientamento. Originariamente il termine 
malattia di Alzheimer veniva utilizzato per i pazienti con insorgenza pre-senile 
dei sintomi, mentre si usava il termine demenza senile per indicare gli individui in 
cui la sintomatologia era rilevabile dopo i 65 anni. Questi due disordini sono stati 
successivamente considerati  una entità  omogenea sulla  base della  presenza nel 
tessuto cerebrale post-mortem delle placche e dei tangles. Tuttavia, considerando 
solamente la presenza e la numerosità delle placche e dei tangles, risulta difficile 
distinguere pazienti  anziani  con AD da individui  della  stessa età  non dementi 
(Wilcock e Esiri, 1982). Inoltre nei pazienti più giovani con AD sembra esserci 
una maggiore correlazione tra grado di demenza e presenza di placche di quanto 
non  vi  sia  nei  pazienti  anziani  (Prohovnik  et  al.,  2006).  Queste  osservazioni 
mettono in dubbio la  validità  di  considerare  come un'unica entità  le  forme ad 
insorgenza giovanile di AD e le demenze senili. Quindi non è ancora chiaro se 
queste due forme di demenza  siano patologie  omologhe o separate,  oppure se 
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rappresentino il continuum di un accelerato processo di invecchiamento cerebrale 
(Brayne e Calloway, 1988).
Si stima che nella AD il processo neurodegenerativo abbia inizio 20-30 
anni prima della manifestazione clinica della malattia. Durante questa lunga fase 
preclinica le placche ed i tangles aumentano lentamente fino a superare una soglia 
critica che porta alla insorgenza dei sintomi. Questa fase di lieve deterioramento 
delle funzioni cognitive viene spesso indicata con il termine MCI (Mild Cognitive 
Impairment) ed è caratterizzata da deficit di memoria che vengono riscontrati sia 
su base soggettiva sia con misure oggettive che tengono conto dell’età e della 
scolarità  dell’individuo  (Petersen,  2004).  Il  MCI  è  tuttavia  un’entità  molto 
eterogenea  nella  quale  si  ritrovano  pazienti  con  AD,  pazienti  con  forme  più 
benigne  di  disturbo  cognitivo  che  si  associano  all’invecchiamento,  nonché 
soggetti affetti da demenza vascolare (Gauthier et al., 2006). La differenziazione 
del  disturbo  della  memoria  in  MCI-amnestico  indica  molto  spesso  la  fase  di 
transizione  da  normale  deterioramento  delle  funzioni  cognitive,  associate 
all’invecchiamento, a vera e propria AD (Markesbery et al., 2006). Tale passaggio 
da MCI a demenza di Alzheimer avviene, in un anno, nel 10-15 % di casi clinici 
di demenza (Visser et al., 2005).
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1.5 - COINVOLGIMENTO DELLE MAP CHINASI NELLA MALATTIA DI ALZHEIMER  
Fra il 1989 e il 1991 è stata resa nota la sequenza della prima MAPK sia 
nel  lievito  (Kss1p  e  Fus3p)  che  nei  mammiferi  (ERK1,  ERK2  e  ERK3), 
dimostrando che questi enzimi fossero i membri di una nuova famiglia di protein 
chinasi.  Le  MAPKs sono espresse  nelle  cellule  neuronali  del  sistema nervoso 
centrale  maturo  e  rispondono a  vari  stimoli  esterni  come i  fattori  di  crescita, 
fattori  di  stress (ipossia  e stress ossidativo)  e agenti  patogeni,  come Aβ .  Nei 
mammiferi le MAPK, acronimo che sta per Mitogen-Activated Protein Chinasi, 
sono le componenti principali di pathways che controllano la trascrizione genica, 
la  sintesi  proteica,  l’embriogenesi,  il  differenziamento,  le  crescita  e  la  morte 
cellulare.  Le  diverse  MAPKs vengono attivate  in  modo specifico  rendendo la 
cellula in grado di rispondere in maniera coordinata a diversi tipi di stimolo. Le 
MAPKs sono regolate da cascate di fosforilazioni successive in un modulo a tre 
chinasi: a monte ci sono due chinasi attivate in serie che portano all’attivazione 
della terza chinasi. La chinasi della famiglia MAPK/ERK chinasi (MEK o MKK) 
sono in grado di fosforilare residui di serina/treonina o tirosina nel substrato della 
MAPK. Ogni MEK è specifica per ogni MAPK. La chinasi che attiva la MEK è, 
invece, una MEK chinasi (MEKK), proteine meno specifiche e soggette a molte 
regolazioni. Le MAPKs conservano un sito di attivazione comune costituito da tre 
aminoacidi, Thr-X-Tyr (Fig. 1.5).
La famiglia della MAPKs è costituita da ERK1/2, ERK5 e dalle SAPKs, 
24
protein chinasi attivate da fattori di stress, ovvero p38 MAPK e JNK (Pearson et 
al., 2001; Kyriakis et al., 2001; Origlia et al., 2009).
Un’ipotesi  recente  è  che  le  vie  delle  due  SAPKs,  p38 MAPK e  JNK, 
lavorino sinergicamente per mediare la citotossicità indotta da Aβ. Sembra infatti 
che  ci  sia  una quasi  completa  sovrapposizione  di  fosforilazione della  proteina 
JNK e di p38 MAPK nella AD (Zhu et al., 2001; Giovannini et al., 2008). Inoltre 
un overespressione di MKK porta all’attivazione sia di p38 MAPK che di JNK, 
questo  spiega  il  perché  spesso  si  trovi  una  co-attivazione  delle  due  SAPKs 
(Harper e LoGrasso, 2001).
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Figura 1.5: il modulo di attivazione delle MAPK.  Diversi input insistono sulla pathway 
MAPK-chinasi-chinasi (MAP3K)   MAPK-chinasi (MEK) MAPK. Il risultato finale è 
innescare la risposta appropriata allo stimolo (Kyriakis et al., 2001)
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1.5.1 - P38 MAPK
La chinasi p38 MAPK è una proteina di 38 kDa, isolata la prima volta 
come risposta rapida alla stimolazione di LPS (lipopolisaccaride) e in grado di 
essere fosforilata (Han et al., 1993; Han et al., 1994). Nei mammiferi ne esistono 
quattro isoforme: α, β, γ, δ, identiche per il 60% della loro sequenza aminoacidica 
ma diverse nella loro espressione, specificità ai substrati e sensibilità agli inibitori 
(Cuenda e Rousseau, 2007). Le quattro isoforme possono essere separate in due 
grandi  gruppi,  p38α/p38β e  p38γ/p38δ sia  in  base  all’omologia  delle  loro 
sequenze che alla differente suscettibilità ai farmaci oppure al  tipo di stress al 
quale  rispondono.  I  due  farmaci  principali  che  inibiscono  p38  MAPK  sono 
SB203580 e  SB202190 (entrambi  bloccanti  delle  due isoforme p38α e  p38β). 
L’isoforma  α è quella più diffusa nel cervello. Il suo pathway di attivazione si 
svolge  attraverso  due  fosforilazioni  del  dominio  Thr-Gly-Tyr  a  carico  della 
MKK3 e della MKK6. Molti suoi target sono stati trovati sia nel nucleo che nel 
citoplasma e sono proteine con attività enzimatiche in grado di fosforilare, fra gli 
altri,  fattori  di  trascrizione.  E’ diffusamente  espressa  nel  cervello  adulto  ed  è 
implicata nella regolazione della plasticità sinaptica e nei meccanismi molecolari 
della  memoria.  L’attività  di  p38  MAPK  ha  un  ruolo  cruciale  nella  risposta 
infiammatoria,  in  particolare  nella  regolazione  della  biosintesi  delle  citochine 
(Cuenda e Rousseau, 2007) (Fig. 1.6).
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1.5.2 - P38 MAPK nella malattia di Alzheimer   
L’attivazione  della  cascata  di  p38  MAPK  è  implicata  nella  risposta  a 
diversi fattori di stress e patogeni, fra questi anche alti livelli di Aβ (Xia et al., 
1995). Elevati livelli di Aβ nel cervello di modelli murini di AD portano ad una 
fosforilazione  di  p38  MAPK  nella  microglia  che  culmina  con  il  rilascio  di 
citochine proinfiammatorie (Li et al., 2003; Kim et al., 2004; Culbert et al., 2006). 
L’iniezione di Aβ1-42 preaggregata nei nuclei basali dei ratti porta all’attivazione di 
p38 MAPK nella microglia (Giovannini et al., 2002). Un precedente lavoro del 
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Fig 1.6 ruolo fisiologico di p38 MAPK e implicazioni patologiche della sua pathway. P38 
MAPK ha un ruolo centrale nella regolazione di molte funzioni biologiche che contribuiscono 
ai processi fisiologici. Disfunzioni nella regolazione di p38 MAPK portano allo svilupparsi di 
condizioni patologiche (Cuenda e Rousseau, 2007)
nostro gruppo (Origlia et al., 2008) ha dimostrato che la presenza di oligomeri 
solubili di Aβ1-42 è in grado di inibire la plasticità sinaptica attraverso l’attivazione 
di p38 MAPK. Infatti, trattando neuroni corticali in coltura primaria per 10’ con 
Aβ1-42 alla  concentrazione di 200 nM, si  nota  un indebolimento dell’LTP e un 
aumento della forma fosforilata di p38 MAPK. Andando ad inibire la via di questa 
MAP chinasi  non  si  evidenzia  più  l’indebolimento  dell’LTP.  Tuttavia,  rimane 
ancora da chiarire se Aβ sia in grado di indurre una diretta attivazione di p38 
MAPK: secondo quando riportato da Zhu et al. (2005) l’attivazione di p38 MAPK 
in colture neuronali primarie facilita la citotossicità indotta da Aβ, mentre in un 
precedente lavoro (Troy et al., 2001) non si era osservato nessun effetto in cellule 
PC12.
Un  substrato  non  diretto  di  p38α/p38β potrebbe  essere  la  proteina  tau 
associata ai microtubuli, che potrebbe essere uno dei target delle chinasi attivate 
da p38α/p38β. Questo suggerisce un ruolo per p38 MAPK indipendente dalla Aβ, 
in quanto, come precedentemente descritto in AD, si ritrovano, oltre alle placche 
amiloidi, anche dei grovigli intracellulari di proteina tau iperfosforilata (Goedert 
et al., 1997; Reynolds et al., 1997; Buee-Scherrer e Goedert, 2002).
Riguardo  al  coinvolgimento  di  p38  MAPK  nelle  varie  fasi  della 
neurodegenerazione di tipo AD, è stato dimostrato che l’immunoreattività per la 
forma fosforilata di p38 MAPK risulta aumentata nei primi stadi della malattia 
(corrispondenti allo score IV e V di Braak), soprattutto nell’ippocampo. Solo in 
un caso è stata osservata la presenza dell’immunoreattività per la forma fosforilata 
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di p38 MAPK anche nella neocortex. Precedentemente, Pei et al. (2001) avevano 
riportato  l’evidenza  di  una  precoce  attivazione  di  p38  MAPK,  ma  i  loro 
esperimenti ne dimostrano la presenza solo nella corteccia entorinale, soprattutto 
associati  ai  grovigli  neurofibrillari.  Con  l’aggravarsi  della  malattia  si  nota  la 
presenza più marcata di fosfo-p38 MAPK e in più neuroni. Tuttavia, studi di co-
localizzazione della forma fosforilata di p38 MAPK e dei grovigli neurofibrillari 
hanno riportato risultati contrastanti: infatti sia Pei et al. (2001) che Zhu et al. 
(2000) hanno dimostrato una quasi sovrapposizione di marcatura fra i grovigli e la 
forma fosforilata di p38 MAPK, in lavori successivi Sun et al. (2003) e Johnson et 
al. (2003) non osservano una co-localizzazione significativa. 
1.5.3 - JNK  
La SAPK JNK è una chinasi coinvolta nelle funzioni regolatorie cellulari 
come  l’espressione  genica,  la  proliferazione  cellulare  e  la  morte  cellulare 
programmata o associata a neurodegenerazione.  Come le altre MAPKs ha una 
sequenza  di  tre  peptidi  con  doppio  sito  di  fosforilazione  richiesto  per  la  sua 
attivazione (Thr183-Pro184-Tyr185). Ci sono tre geni conosciuti che codificano 
per JNK:  JNK1,  JNK2 e  JNK3.  JNK1 e  JNK2 sono espressi  ubiquitariamente, 
mentre JNK3 si trova solo a livello del cervello, del cuore e dei testicoli. Kyriakis 
et  al.,  2001;  Pulverer  et  al.,  1991;  Derijard  et  al.,  1994;  Yang  et  al.,  1997). 
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Splicing alternativo porta a diverse isoforme della proteina, tutte però espresse in 
una forma corta  (46kDa) e  una lunga (54kDa).  Il  lavoro  di  Xu e  colleghi  ha 
dimostrato che la cascata di JNK è importante nella risposta dinamica agli stimoli 
ambientali  (Xu et  al.,  1997).  Inoltre questa cascata riesce a fosforilare diverse 
proteine  citoscheletriche  che  contribuiscono ai  cambi  ultrastrutturali  durante  il 
mantenimento  dell’LTP  nell’ippocampo  (Mielke  et  al.,  2000).  In  particolare, 
un’aumentata  fosforilazione  di  JNK  viene  associata  con  un  inibizione  IL-1β-
dipendente dell’LTP nell’ippocampo (Curran et al., 2003). 
1.5.4 - JNK nella malattia di Alzheimer
I primi studi sul ruolo della cascata di JNK nel neurodegenerazione si sono 
focalizzati  sulla  morte  cellulare.  Infatti  molti  studi  sia  in  vitro che  in  vivo 
riportano alterazioni di questa pathway tanto da farla considerare potenzialmente 
coinvolta nella morte neuronale associata alle malattie neurodegenerative, come 
Parkinson e Alzheimer (Kuan et al., 2005; Silva et al., 2005). Neuroni in coltura 
trattati  con Aβ mostrano un aumento nei  livelli  di  c-Jun,  un substrato di  JNK 
(Anderson et  al.,  1995; Iwasaki et  al.,  1996; Estus et  al.,  1997),  inoltre  in  un 
modello animale knock-out per c-Jun si osserva una resistenza agli effetti tossici 
di Aβ (Kihiko et al., 1999). Indagini immunocitochimiche in cervelli di pazienti 
affetti  da AD hanno dimostrato la  presenza della  forma attiva di  JNK ad uno 
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stadio caratterizzato dalla presenza di degenerazione neuro fibrillare, soprattutto 
concentrata nella corteccia entorinale (Braak e Braak, 1994). Recentemente sono 
stati fatti studi sugli effetti di Aβ e la sua citotossicità legata alla fosforilazione di 
JNK.  In  un  lavoro  del  nostro  gruppo  è  stato  dimostrato  che  un’inibizione 
farmacologica  di  p38  MAPK,  ma  non  di  JNK,  è  in  grado  di  proteggere 
dall’inibizione dell’LTP indotto da Aβ in fettine di corteccia entorinale (Origlia et 
al.,  2008).  Il  gruppo  di  Walsh  ha  invece  dimostrato  che  un’inibizione 
farmacologica di JNK è in grado di diminuire l’LTP indotto da Aβ nell’ippocampo 
(Walsh et al., 2002). JNK2/SAPK-α JNK3/SAPK-β sono associate alla patologia 
neuro fibrillare,  mentre  JNK1/SAPK-γ si  associa  ai  corpi  di  Hirano,  aggregati 
intracellulari di actina osservati in alcune neuro degenerazioni, fra cui AD. Le tre 
forme  di  JNK  sono  invece  debolmente  diffuse  nel  citoplasma  dei  neuroni  di 
pazienti  di  controllo  o  in  neuroni  non  coinvolti  nella  malattia.  Nelle  regioni 
ippocampali  e  corticali  di  individui  ad  uno  stadio  avanzato  di  AD,  la  forma 
fosforilata di  JNK è associata sia alle neurofibrille che alle placche amiloidee, 
mentre è assente nelle stesse regioni di pazienti sani e in soggetti giovani. Inoltre, 
in pazienti di controllo fosfo-JNK si ritrova localizzata a livello nucleare, mentre 
in  pazienti  con  MCI  si  ha  una  traslocazione  di  fosfo-JNK  dal  nucleo  al 
citoplasma:  quindi  l’attivazione  e  una  ridistribuzione  di  JNK  si  potrebbero 
correlare con la progressione della neurodegenerazione a stadi avanzati della AD 
(Zhu et al., 2001).
Studi  in  vitro  in  cellule  PC12  e  in  neuroni  primari  mostrano  che  un 
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trattamento  con  Aβ porta  all’attivazione  di  JNK1 e  JNK2.  Questa  attivazione 
risulta bloccata sia da CEP-1347 che da SP600125, specifici inibitori di questa 
chinasi. L’uso degli inibitori è anche in grado di proteggere le cellule da apoptosi 
indotta da Aβ, così da far ipotizzare un ruolo causale nell’attivazione di JNK per 
la morte neuronale indotta da Aβ (Troy et al., 2001, Yao et al, 2005). 
Secondo Shen lo stress ossidativo (nel suo modello è costituito da H2O2) 
promuove la produzione di Aβ attraverso l’attivazione di JNK-dipendente di γ-
secretasi (Fig. 1.7). Ovvero, a stadi avanzati di AD si ha un massiccio accumulo di 
Aβ e l’attivazione delle microglia induce alti livelli di ROS, fra cui anche H2O2. 
ROS stimolano l’attività di JNK nei neuroni che circondano le placche. Questi 
neuroni, d’altro canto, producono più Aβ a causa di JNK, ovvero si ha un aumento 
del taglio enzimatico di APP da parte della γ-secretasi.  La Aβ così prodotta è 
secreta  e  depositata  intorno  alla  placche già  esistenti,  causandone un ulteriore 
accrescimento.  Questo  modello  spiegherebbe  come  il  processo  di 
neurodegenerazione di AD diventi rapido ed irreversibile a stadi intermedi/severi 
della patologia (Shen et al., 2008). Una notevole presenza della forma fosforilata 
di JNK vicino alle placche amiloidee è stata descritta anche in un topo transgenico 
modello di AD (TgCRND8) che esprime mutazioni umane della APP (Giovannini 























promotore del processamento di APP attraverso l’attivazione di JNK (Shen et al., 2008)
1.6 - LA FAMIGLIA DELLE NEUROTROFINE  
All'inizio degli anni '50 una scoperta del tutto fortuita ed imprevedibile 
apriva un nuovo capitolo della biologia. Studi condotti dal premio nobel Rita Levi 
Montalcini e collaboratori, portarono alla scoperta che cellule maligne di topo, del 
tipo noto come Sarcoma 180, sintetizzano e rilasciano in circolo una molecola che 
svolge un ruolo essenziale nel differenziamento e nella funzionalità di due stipiti 
di  cellule nervose sensitive e simpatiche (Levi-Montalcini  e Hamburger,  1953; 
Cohen  e  Levi-Montalcini,  1956;  Cohen  et  al.,  1954;  Cohen,  1960).  Questa 
molecola è stata denominata “Nerve Growth Factor” (NGF) ed è oggi il prototipo 
della famiglia proteica delle neurotrofine (NTs). Nel 1982, quindi circa trenta anni 
dopo,  Barde  et  al.  hanno  isolato  dal  cervello  di  maiale  un  fattore  proteico, 
altamente  omologo  nella  sequenza  all'NGF,  che  è  stato  denominato  “Brain-
Derived Neurotrophic Factor” (BDNF) (Barde et al., 1982; Leibrock et al., 1989). 
A seguire sono stati identificati gli altri componenti della famiglia delle NTs che, 
per quanto riguarda i mammiferi, comprende attualmente anche la neurotrofina 3 
(NT-3) e la neurotrofina 4/5 (NT-4/5) (Barde, 1990). Le neurotrofine sono piccoli 
polipeptidi  omodimerici  (circa  14kDa)  con  una  struttura  simile:  le  sequenze 
conservate sono del 50-60% e sono sintetizzate come precursori. Hanno un ruolo 
importante  nella  regolazione  della  sopravvivenza,  della  differenziazione  e  del 
funzionamento di differenti popolazioni neuronali sia a livello del sistema nervoso 
centrale che periferico. Per questo le NTs sono attualmente al centro di molti studi 
35
nell'ambito delle neuroscienze atti a comprendere non solo il ruolo fisiologico di 
queste molecole, ma anche il loro possibile coinvolgimento nella patogenesi di 
alcune malattie che colpiscono il sistema nervoso e caratterizzate dalla morte di 
specifiche  popolazioni  neuronali.  Tra  queste  ritroviamo  malattie 
neurodegenerative, come il morbo di Alzheimer e il morbo di Parkinson e, più 
recentemente, anche malattie del disturbo dell'umore come la depressione.
1.6.1 - Il BDNF (Brain-Derived neurotrophic factor)
Il BDNF è, tra le NTs, la molecola neurotrofica maggiormente diffusa nel 
cervello dei mammiferi, sia adulti che durante lo sviluppo. Anche se i suoi livelli 
sono bassi  alla nascita,  la sua produzione aumenta repentinamente nella prima 
settimana  di  vita.  La  sua  espressione  a  livello  dell’ippocampo  è  regolata 
dall’attività  neuronale,  fisiologica  o  patologica:  questo  ha  sia  un  valore  di 
protezione dei neuroni dalla citotossicità causata da un insulto, che di feedback 
positivo sulla funzione sinaptica (Zafra et al., 1990; Ernfors et al., 1990; Isackson 
et al., 1991). Il suo mRNA è espresso soprattutto nell’ippocampo, nella corteccia 
cerebrale e nel cervelletto. Il gene del BDNF, lungo circa 43kb, è stato mappato 
sul cromosoma 11 nell’uomo (p13) sul 3 nei ratti (q33) e sul 2 nei topi (62.0 cM). 
Lo splicing alternativo e l’uso di  due diversi  siti  di  poliadenilazione generano 
diversi mRNA del BDNF nella maggior parte delle specie in cui il BDNF è stato 
identificato.
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Uno  degli  aspetti  più  interessanti  di  questa  NT  riguarda  il  suo 
coinvolgimento nei meccanismi della plasticità sinaptica. Con il termine plasticità 
sinaptica  si  definisce  la  capacità  dei  circuiti  cerebrali  di  modificarsi  in  modo 
adattativo all'ambiente, per cui è sia il meccanismo alla base della formazione dei 
circuiti neuronali durante lo sviluppo dell'organismo, sia il meccanismo alla base 
delle funzioni cognitive, come l'apprendimento e la memoria, oltre che il processo 
grazie al quale i circuiti neuronali possono essere riparati in caso di lesioni di 
varia natura (lesioni traumatiche, vascolari, tumori e malattie neurodegenerative). 
Gli  eventi  che caratterizzano lo sviluppo, e che quindi sono responsabili  della 
plasticità sono: la proliferazione, il differenziamento, la formazione dei contatti 
sinaptici, il rimodellamento assonale, la crescita assonale e la crescita dell'albero 
dendritico (Kandel et al., 2003).
Il  ruolo  del  BDNF  nella  plasticità  sinaptica  a  lungo  termine 
nell'ippocampo  e  nella  neocorteccia  è  oggi  ben  chiaro  (Lessmann,  1998; 
Schuman,  1999;  Schinder  e  Poo,  2000;  Poo,  2001;  Pattabiraman et  al.,  2005; 
Tropea et al., 2001; Sermasi et al., 2000). Vari esperimenti hanno dimostrato come 
la  sintesi  del  BDNF  sia  aumentata  dai  livelli  fisiologici  dell'attività  sinaptica 
(Patterson et al., 1992; Castren et al., 1992; Dragunow et al., 1993; Rocamora et 
al., 1996); suggerendo che il BDNF possa esercitare un feedback positivo sulla 
plasticità sinaptica. 
Le NTs sono generate come precursori  pre-pro-neurotrofinici  all'interno 
del  reticolo  endoplasmatico  ruvido  (ER),  come  polipeptidi  lunghi 
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approssimativamente 240–260 amminoacidi (aa), ed ulteriormente processati fino 
ad essere secreti come proteine omodimeriche mature nello spazio extracellulare 
(lunghezza del monomero: 118–129 aa per un peso molecolare di circa 12 KDa) 
(Halban ed Irminger, 1994; Merighi, 2002; Rothman ed Orci, 1992; Presley et al., 
1997).  Il  passaggio  da  pro-NT a  proteina  matura  avviene  nelle  cisterne  della 
membrana del trans-Golgi (TGN) ad opera dell'enzima "FURIN" o nei granuli 
secretori  immaturi  ad  opera  di  specifiche  convertasi  (Seidah  et  al.,  1996). 
All'interno  del  TGN possono essere  generati  due  tipi  differenti  di  vescicole  a 
seconda  che  il  meccanismo  di  secrezione  sia  costitutivo  o  regolato  (Merighi, 
2002).  I  granuli  secretori  della  via  costitutiva  sono  piccoli  (diametro  delle 
vescicole 50–100 nm) e si fondono con la membrana plasmatica per liberare il 
loro contenuto in assenza di qualsiasi specifico meccanismo d'attivazione (Halban 
ed Irminger,  1994; Hokfelt  et  al.,  2000;  Harter  e Reinhard,  2000).  Questa  via 
costitutiva  è  presente  in  tutti  i  tipi  di  cellule  ed  è  indipendente  dai  livelli 
intracellulari  di  Ca2+.  A queste  si  contrappongono  le  vescicole,  relativamente 
grandi (diametro 100–300 nm), che fanno parte della via regolata della secrezione 
proteica: contrariamente ai granuli costitutivamente secreti, le vescicole della via 
regolata si fondono con la membrana plasmatica a seguito di un aumento della 
concentrazione intracellulare di Ca2+ (Lang et al., 2001). 
Per indagare i meccanismi della secrezione regolata neuronale del BDNF 
sono stati fatti diversi studi sui neuroni ippocampali. In questi esperimenti è stato 
valutato  l'aumento  del  contenuto  di  BDNF  nel  surnatante  di  colture  cellulari 
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tramite test ELISA: è risultato che la depolarizzazione indotta da glutammato o da 
K+ 50 mM (Canossa et al., 1997; Griesbeck et al., 1999) determina un notevole 
aumento della concentrazione intracellulare di Ca2+ che causa il rilascio del BDNF 
dalle vescicole secretorie. Altri esperimenti effettuati su neuroni sensoriali primari 
in coltura (Balkowiec e Katz, 2000) hanno evidenziato che una scarica di stimoli 
elettrici extracellulari (50 pulses di 20-50 Hz ad intervalli di 20 sec per 30/60 min) 
provoca un accumulo di BDNF nello spazio extracellulare, mentre un pattern di 
stimolazione con una frequenza più bassa è inefficace. Questi dati suggeriscono 
che la secrezione del BDNF è dipendente dalle alte concentrazioni intracellulari di 
Ca2+ che possono essere raggiunte con influsso di Ca2+ a seguito di stimoli elettrici 
ad alta frequenza (Hartmann et al., 2001).
1.6.2 - I recettori per le NTs
Le  neurotrofine  svolgono  il  loro  ruolo  mediante  legame  con  due  tipi 
recettoriali: una tirosin-chinasi (TrkA, TrkB o TrkC) (Barbacid, 1994; Bothwell, 
1995; Lewin e Barde, 1996) o una pan-neurotrofina a bassa affinità, p75. L’NGF 
si lega preferenzialmente a TrkA (Martin-Zanca et al., 1989; Kaplan et al., 1991 a 
e  b;  Klein et al.,  1991  a), BDNF e NT4/5 si legano preferenzialmente a TrkB 
(Klein et al., 1989, 1991 b; Middlemas et al., 1991; Soppet et al., 1991; Squinto et 
al., 1991; Ip et al., 1992) e NT-3 si lega di preferenza a TrkC (Lamballe et al., 
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1991)  anche  se  è  stato  dimostrato  che  si  possa  anche  legare  a  TrkA e  TrkB 
(Cordon-Cardo et al., 1991; Klein et al., 1991b; Soppet et al., 1991; Squinto et al., 
1991) (Fig.  1.8).  Il  legame delle  neurotrofine con il  recettore  Trk porta ad un 
autofosforilazione  dei  residui  tirosinici  sui  domini  citoplasmatici  di  questi 
recettori e porta ad una successiva trasduzione del segnale a livello intracellulare 
(Jing  et  al.,  1992;  Klein  et  al.,  1992;  Barbacid,  1994;  Schlessinger,  2000). 
Attraverso  queste  interazioni  le  neurotrofine  attivano  molte  pathways,  fra  cui 
quelle mediate dalla proteina ras e i membri di cdc-42/ras/rho e le MAP chinasi.
I  recettori  Trk  contengono  una  combinazione  di  motivi  di  adesione 





Figura  1.8:  i  recettori  per  le  neurotrofine.  Tutte  le  neurotrofine  si  legano  a  due  tipi 
recettoriali. Tutte  si  legano al  recettore p75, mentre ogni NT si  lega  ad uno specifico Trk: 
l’NGF si lega preferenzialmente a TrkA, il BDNF e NT4/5 a TrkB, l’NT­3 a TrkC
fiancheggiati  da  due  gruppi  di  cisteine  nei  loro  terminali  amminici  e  da  due 
domini  immunoglobulina-simili  nella  regione  più  prossimale  alla  membrana. 
Diversi  lavori  hanno  dimostrato  che  i  recettori  Trks  interagiscono  con  i  loro 
ligandi attraverso il secondo dominio immunoglobulina-simile (Urfer et al.,1998). 
Il  legame  della  neurotrofina  al  recettore  Trk  provoca  la  dimerizzazione  del 
recettore  e  innesca  l'attività  tirosin-chinasica.  Ci  sono  10  residui  di  tirosina 
conservati nel dominio citoplasmatico di ogni recettore Trk, tre dei quali  sono 
presenti nel loop di autoregolazione del dominio chinasico. La fosforilazione di 
questi amminoacidi attiva ulteriormente la chinasi mentre la fosforilazione degli 
altri residui promuove il segnale creando siti di legame per gli adattatori proteici 
che  accoppiano  questi  recettori  alle  cascate  di  trasduzione  del  segnale 
intracellulare, compresa la via di Ras/ERK (extracellular signal regulated kinase), 
la  via  PI3K/Akt  (fosfatidil-inositol-3-OH  chinasi)  e  la  PLC-γ (fosfolipasi  C) 
(Kaplan e Miller, 2000; Pawson e Nash, 2000).
Queste vie di segnalazione culminano nell'attivazione di alcuni fattori di 
trascrizione che alterano l'espressione genica.
Il recettore p75, se co-espresso con i recettori Trks, aumenta l'affinità di 
legame delle  diverse  NTs  per  i  loro  specifici  recettori.  Il  segnale  di  p75 può 
tuttavia essere duplice, in quanto può innescare un primo segnale che regola la 
sopravvivenza  cellulare  o  un  secondo  con  attività  apoptotica.  In  condizioni 
fisiologiche  il  legame  delle  NTs  mature  ai  recettori  Trks  e  p75  promuove  la 
sopravvivenza  cellulare,  poiché  il  segnale  di  sopravvivenza  mediato  da  Trk 
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sopprime il segnale pro-apoptotico proveniente da p75 ed agisce sinergicamente 
col segnale antiapoptotico proveniente da p75 (Dobrowsky et al., 1995; Yoon et 
al.,  1998;  Mazzoni  et  al.,  1999;  Aloyz  et  al.,  1998;  Maggirwar  et  al.,  1998; 
Hamanoue et al., 1999). Negli stati patologici, invece, predomina il segnale pro-
apoptotico proveniente da p75. L'apoptosi è innescata quando non si ha più una 
situazione di equilibrio tra i due recettori, o perché p75 è up-regolato o perché è 
aumentata  la  concentrazione della  pro-NT, che,  da studi  in  vitro,  è  dimostrato 
legarsi ed attivare preferenzialmente p75 (Lee et al., 2001). Casi di up-regulation 
di p75 sono documentati in casi di ischemie (Park et al., 2000), attacchi epilettici 
(Roux et al., 2001) e in seguito ad eccitotossicità (Oh et al., 2000).
Diverso  è  il  caso  dell'Alzheimer  dove  si  verifica  un  aumento  della 
concentrazione della forma immatura dell'NGF (pro-NGF) nel cervello di pazienti 
AD (Fahnestock  et  al.,  2001).  Un aumento  della  concentrazione  della  pro-NT 
potrebbe  essere  dovuto  ad  un  deficit  nell'espressione  o  nella  funzione  delle 
proteasi specifiche della maturazione delle NTs: l'equilibrio tra sopravvivenza e 
morte cellulare dipende quindi, probabilmente, dalla proporzione tra NT matura e 
pro-NT  presente  nelle  cellule  che  esprimono  Trk  e  p75.  La  regolazione 
dell'espressione  o  l'attivazione  di  proteasi  specifiche  in  particolari  condizioni 
fisiologiche  o  patologiche  (come  ad  esempio  stress,  neurodegenerazione, 
infiammazione, traumi) potrebbero, quindi, essere importanti nel determinare le 
risposte cellulari pro- e anti-apoptotiche.
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1.6.3 - Vie di trasduzione del segnale attivate dalle NTs
Il legame della NT al recettore Trk può attivare la proteina Ras, la chinasi 
3-fosfatidilinositolo (PI3K) e la fosfolipasi C-γ1 (PLC-γ1) (Kaplan e Miller, 2000; 
Pawson e Nash, 2000). La proteina Ras viene attivata attraverso degli adattatori 
proteici: un residuo di tirosina fosforilato del recettore (Y 490) recluta la proteina 
Shc,  che viene fosforilata  e,  a  sua  volta,  recluta  nei  pressi  della  membrana il 
complesso Grb-2/SOS (Son of Sevenless). Questo porta all'attivazione di Ras che 
può attivare in modo transiente PI3K o la via delle MAP chinasi.  La via delle 
MAPK ha come bersaglio finale la fosforilazione della proteina CREB (cAMP 
Responsive  Element  Binding  protein).  CREB  è  un  fattore  di  trascrizione 
responsabile  dell’attivazione  e  della  trascrizione  dei  geni  che  codificano  per 
alcune  proteine  antiapoptotiche  della  famiglia  Bcl-2  e  dei  geni  per  i  fattori 
neurotrofici stessi. PI3K viene attivata dal complesso di proteine adattatrici Shc-
Grb2-Gab1 o dalla  proteina  Ras.  In  entrambi  i  casi  PI3K genera  dei  prodotti 
lipidici  che reclutano nei pressi della membrana le chinasi Akt e le chinasi 3-
fosfoinositide-dipendenti (PDKs). PDK attiva Akt che a sua volta fosforila alcune 
proteine  importanti  nel  controllo  della  sopravvivenza  cellulare,  ad  esempio 
fosforila BAD (Bcl2/Bclx- associated death promoter), una proteina membro della 
famiglia Bcl-2 che, se non fosforilata, promuove l'apoptosi legando Bcl-xL, attiva 
il  fattore  di  trascrizione  NF-κB  che  promuove  la  sopravvivenza  neuronale, 
inibisce  il  fattore  di  trascrizione  Forkhead  che  controlla  l'espressione  di  geni 
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promuoventi  l'apoptosi  e  inibisce  p53  che  è  una  proteina  in  grado  di  indurre 
apoptosi. 
L'attivazione di PLC-γ1 porta alla produzione di inositolo-3-fosfato (IP3) e 
diacilglicerolo  (DAG).  IP3  induce  il  rilascio  di  Ca2+ dai  depositi  intracellulari 
portando all'attivazione della proteina chinasi Ca2+-calmodulina dipendente (PKC) 
che, a sua volta, innesca la via delle MAPK. Il legame delle NTs al recettore p75 
attiva  NF-κB,  JNK  e  la  sfingomielinasi  acidica.  NF-κB  promuove  la 
sopravvivenza, mentre JNK e la sfingomielinasi promuovono l'apoptosi (Fig. 1.9). 
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Figura 1.9: vie di trasduzione del segnale attivate dalle neurotrofine (Patapoutian 
et al., 2001)
1.6.4 - Trasporto retrogrado e anterogrado
Le NTs sono state originariamente scoperte come fattori target derivati in 
grado di regolare la sopravvivenza e la differenziazione dei neuroni innervanti 
(Hamburger  e  Levi-Montalcini,  1949;  Cohen  et  al.,  1954).  Secondo  la  teoria 
neurotrofica  della  sopravvivenza  neuronale  le  neurotrofine  sono  liberate  dai 
tessuti target in quantità limitata, il che comporta una competizione fra i neuroni 
innervanti: soltanto i neuroni che instaurano collegamenti adatti sopravvivranno e 
formeranno le  sinapsi,  mentre i  neuroni che non riescono ad ottenere quantità 
sufficienti  di  neurotrofine  moriranno (Oppenheim,  1991).  Il  trasporto  assonale 
retrogrado delle proteine dal terminale al corpo delle cellule è un meccanismo 
estremamente importante perché permette ai neuroni di ricevere le informazioni 
sull'ambiente esterno che circonda i terminali nervosi, consentendo ai neuroni di 
rispondere  giustamente  ai  numerosi  segnali  extracellulari.  Le  NTs,  per  poter 
influenzare  l'espressione  genica  dei  neuroni  innervanti,  devono  trasmettere  un 
segnale che dal terminale dell'assone attraversi l'intera lunghezza dell'assone per 
arrivare al corpo cellulare. Diversi studi indicano che la somministrazione di NTs 
al terminale dell'assone provoca la formazione di un complesso ligando-recettore 
attivato  che  viene  endocitato  e  racchiuso  in  vescicole  che  sono  trasportate 
attivamente  lungo  i  microtubuli  (Ehlers  et  al.,  1995;  Watson  et  al.,  1999).  Il 
recettore  all'interno  delle  vescicole  rimane  cataliticamente  attivo  e  trasmette 
segnali anche lungo gli assoni (Fig. 1.10). Quindi possiamo distinguere due tipi di 
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segnale in base alla localizzazione: un segnale locale all'interno dell'assone, che 
può richiedere o no la formazione di endosomi, e un segnale che agisce nei corpi 
cellulari  trasmesso  dai  recettori  attivati  trasportati  dagli  endosomi.  Le  NTs  a 
livello degli assoni distali provocano la fosforilazione dei Trks assonali (Riccio et 
al., 1997; Watson et al., 1999) e inducono l'attivazione locale di Erk1/2 (Watson et 
al.,  2001;  Atwal  et  al.,  2000),  segnale  che  determina  la  crescita  dell'assone 
(Campenot, 1977; Zhang et al., 2000; York et al., 2000). Un'altra cascata attivata 
all'interno dell'assone è la cascata di PI3K che provoca l'attivazione della chinasi 
Akt contribuendo alla crescita dell'assone (Atwal et  al.,  2000; Kuruvilla et al., 
2000). 
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Figura 1.10:Le NTs (sfere viola) rilasciate dai tessuti target (T) legano e 
attivano i recettori Trks (blu) al terminale nervoso. I Trks attivati vengono 
endocitati per formare gli “endosomi di segnalazione” (cerchi bianchi). La 
dineina (linee bianche) trasporta in modo retrogrado gli endosomi 
contenenti Trks lungo i microtubuli fino al corpo cellulare. I Trks attivati 
inducono segnali durante il processo di trasporto, sia nell’assone che nel 
corpo cellulare
L'attivazione  locale  di  Erk1/2  e  di  PI3K  contribuisce  all'allungamento 
assonale  probabilmente  attraverso  la  fosforilazione  delle  proteine  associate  ai 
microtubuli.  La  stimolazione  neurotrofica  a  livello  degli  assoni  distali  è 
responsabile, a livello dei corpi cellulari, dell'attivazione di un altro membro della 
famiglia delle MAPK, Erk5 (Watson et  al.,  2001) e di  PI3K (Kuruvilla et  al., 
2000). L'attivazione di queste due molecole promuove la sopravvivenza neuronale 
(Brunet et al., 2001; Bonni et al., 1999; Walton et al., 1999). Una stimolazione 
diretta  sui  corpi  cellulari  porta  invece  alla  fosforilazione  e  alla  traslocazione 
nucleare sia di Erk5 che di Erk1/2 (Fig. 1.11).
Più  recentemente  è  stato  segnalato  che  le  neurotrofine  possono  anche 
essere  trasportate  in  modo  anterogrado  (Nawa  e  Takei,  2001).  Il  trasporto 
anterogrado ed il rilascio terminale potrebbero essere meccanismi neurotrofici di 
sostegno o  un  modo veloce  per  rispondere  alla  richiesta  fisiologica.  Ciò  è  in 
conformità con il ruolo del BDNF come neurotrasmettitore. In effetti il BDNF ha 
molte delle caratteristiche proprie di un neurotrasmettitore: per esempio la sintesi 
presinaptica,  l'immagazzinamento  vescicolare,  il  rilascio  evocato  dalla 
depolarizzazione,  la  localizzazione  post-sinaptica  di  TrkB,  le  azioni  post-
sinaptiche, l'inattivazione ed il riciclaggio di BDNF (Altar et al., 1998).
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Una  caratteristica  del  BDNF  è  la  sua  possibilità  di  essere  trasportato 
anterogradamente, mentre il modello classico delle neurotrofine descrive solo un 
trasporto retrogrado.  Il  BDNF è espresso nei  neuroni  ippocampali,  ma è  stato 
trovato  localizzato  nel  citoplasma  di  neuroni  colinergici  che  proiettano 
all’ippocampo, i quali non esprimono il BDNF (Wetmore et al., 1991).
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Figura 1.11:  Segnale all’interno del corpo cellulare. I Trks trasportati all’interno degli endosomi 
attivano almeno due vie di trasduzione del segnale, entrambi promuoventi la sopravvivenza cellulare. 
L’attivazione della chinasi PI3 previene l’apoptosi attraverso l’attivazione della chinasi anti-
apoptorica AKT. L’attivazione di ERK5 porta all’attivazione del fattore di trascrizione CREB e di 
MEF2
1.6.5 - Il BDNF e la neurodegenerazione
Poiché il BDNF è in grado di promuovere la sopravvivenza neuronale e i 
processi di crescita durante lo sviluppo, nonché di proteggere i neuroni da insulti 
di varia natura, cambiamenti dei suoi livelli endogeni o della sua biodisponibilità 
potrebbero contribuire alla patogenesi di alcune malattie neurologiche. In effetti 
alterazioni della produzione e della secrezione di BDNF sono state riportate per 
varie  patologie,  tra  le  quali  malattie  neurodegenerative  come  il  morbo  di 
Alzheimer  (AD)  e  il  morbo  di  Parkinson  (PD)  che  sono  associate  ad  una 
diminuzione dei livelli di BDNF nel cervello (Connor et al., 1997; Howells et al., 
2000; Levivier et al., 1995; Michalski et al., 2003; Parain et al., 1999; Phillips et 
al., 1991), mentre alla Còrea di Huntigton si associa un aumento della trascrizione 
di  BDNF  ma  una  diminuzione  della  sua  espressione  (Zuccato  et  al.,  2001), 
malattie del disturbo dell'umore come la depressione caratterizzata da una minore 
concentrazione di BDNF, sia a livello centrale (cervello) che periferico (sangue) 
(Altar et al., 1999;Chen et al., 2001; Shimizu et al., 2003), ed ancora, malattie 
infiammatorie come la sclerosi multipla associata ad un aumento della sintesi di 
BDNF nei siti dell'infiammazione.
Parecchie ipotesi sono state formulate per spiegare la genesi dell'AD. Tra 
queste, è stato proposto che l'AD possa essere dovuto soprattutto ad un deficit 
nell'espressione dei fattori neurotrofici e del recettore Trk (Connor et al., 1998). 
Una delle alterazioni più prominenti e più classiche osservate in questa malattia è 
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la  degenerazione dei neuroni colinergici  del  mesencefalo (Siegel et  al.,  2000). 
Vari studi indicano che sia i livelli proteici che quelli dell'mRNA del BDNF sono 
ridotti  significativamente nell'ippocampo e nella corteccia dei soggetti  con AD 
(Hock et al., 2000). I risultati degli studi in vitro ed in vivo indicano che il BDNF 
promuove  la  sopravvivenza  e  la  differenziazione  dei  neuroni  colinergici  del 
mesencefalo basale e ippocampali e protegge questi neuroni da eventuali lesioni 
(Connor et al., 2000; Murer et al., 2001). Presi insieme questi risultati indicano 
che c'è un collegamento importante fra la malattia di Alzheimer e l'espressione di 
TrkB  e/o  di  BDNF.  La  diminuzione  dei  livelli  di  BDNF  può  costituire  una 
mancanza  di  supporto  trofico  e  può  contribuire  così  alla  degenerazione  delle 
popolazioni neuronali specifiche nel cervello di pazienti affetti da AD, compreso 
il sistema colinergico del mesencefalo basale.
Per quanto riguarda il Parkinson (PD) sappiamo che è caratterizzato dalla 
perdita selettiva e progressiva dei neuroni dopaminergici nella sostanza nigra, ciò 
è  seguito  da  deplezione  di  dopamina  striatale,  che  causa  disfunzione  motoria 
(Siegel  et  al.,  2000).  Gli  individui  affetti  da  PD  presentano  una  riduzione 
dell'espressione  del  BDNF nella  sostanza  nigra (Parain  et  al.,  1999).  E’ stata 
riscontrata anche una riduzione della concentrazione proteica di BDNF nel nucleo 
caudato e nel putamen dei pazienti affetti da PD (Mogi et al., 1999), mentre non è 
stata riscontrata nessuna differenza nell'espressione cellulare dei recettori  TrkB 
nel  cervello  dei  pazienti  affetti  da  PD  (Benisty  et  al.,  1998).  Molti  studi 
dimostrano come il BDNF sia in grado di agire sui neuroni dopaminergici e come 
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una riduzione dei livelli del BDNF nella  sostanza nigra possa essere un fattore 
contribuente nella PD (Altar et al., 1992; Blochl et al., 1996; Aliaga et al., 2000; 
Dluzen et al., 1999; Hyman et al., 1991; Merlio et al., 1992; Murer et al., 2001; 
Numan et al., 1997; Seroogy et al., 1994; Venero et al.,2000).
Un lavoro del 2003 del gruppo di Bai Lu (Egan et al., 2003) dimostra che 
l’unico polimorfismo non conservativo frequente del gene del BDNF, che porta 
alla sostituzione di un singolo aminoacido (da valina a metionina) al codone 66 
(val66met), si associa a disturbi lievi delle funzioni cognitive, soprattutto nella 
memoria episodica verbale nell’uomo. Infatti questa mutazione puntiforme è in 
grado di alterare l’attività biologica della proteina matura, in particolare di ridurre 
le funzioni ippocampali.
Il ruolo dei fattori neurotrofici nella patogenesi di queste malattie è ancora 
poco chiaro. I risultati sollevano il problema "dell'uovo e della gallina", vale a 
dire se le alterazioni nell'espressione dei fattori neurotrofici o dei loro recettori 
precedano lo sviluppo della malattia, o se le alterazioni nell'espressione dei fattori 
neurotrofici o dei recettori siano una conseguenza dei sintomi primari di questi 
disordini.  La ricerca ora  in corso è  finalizzata  a capire  se alcune neurotrofine 
hanno  ruoli  terapeutici  potenziali  nell'impedire  e/o  nel  ridurre  la  perdita  dei 
neuroni e l'atrofia che si presenta nella maggior parte di queste patologie. L'uso 
dei fattori neurotrofici come agenti terapeutici è un nuovo approccio finalizzato a 
ristabilire  e  mantenere  la  funzione  neuronale  nel  CNS.  I  fattori  neurotrofici 
potrebbero essere potenzialmente molto utili per la protezione dei neuroni o per 
51
riparare i neuroni danneggiati. 
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1.7 - SCOPO DEL LAVORO  
La malattia di Alzheimer è la più comune nella famiglia delle demenze, di 
cui rappresenta circa l’80-85%. Il numero dei pazienti affetti da questa patologia è 
destinato  a  crescere  vertiginosamente  con  il  passare  degli  anni.  Per  questo  è 
importante andare ad indagarne i possibili meccanismi patogenetici e cercare di 
individuare  molecole  protettive  in  grado  di  arrestarne  il  decorso.  Una  delle 
caratteristiche patologiche di AD è la presenza di placche amiloidee riscontrate in 
analisi  post-mortem  dei  cervelli  di  pazienti  affetti  da  questa  patologia 
neurodegenerativa. Le placche sono causate da un’overproduzione, e quindi un 
accumulo, di beta amiloide nella sua forma più tossica, ovvero quella di 42aa. 
Aβ1-42 è noto avere un ruolo importante nello stress neuronale (Eisenhauer et al., 
2000; Johnson et al., 2002). I deficit cognitivi tipici di AD, tuttavia, insorgono ben 
prima della  presenza della  placche.  Questo ha fatto  ipotizzare che Aβ1-42 nella 
forma solubile sia in grado di interferire con la funzionalità neuronale (Selkoe, 
2002) e, in particolare, è stato dimostrato che i dimeri sono la più piccola specie 
sinaptotossica  (Shankar  et  al.,  2008).  E’  inoltre  noto  che  una  carenza  di 
neurotrofine,  compreso  il  BDNF  (Brain-Derived  Neurotrophic  Factor),  sia 
riscontrabile nei cervelli dei pazienti affetti da AD (Hock et al., 2000), portando 
quindi ad ipotizzare una minor neuroprotezione.
Lo scopo del nostro lavoro è stato, quindi, quello di andare ad individuare 
un potenziale ruolo protettivo della neurotrofina BDNF contro la tossicità indotta 
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da Aβ1-42, ovvero sia contro l’attivazione di vie di stress intracellulari (SAPKs, 
protein chinasi  attivate  in  condizioni  di  stress:  p38 MAPK e JNK) indotta  da 
questa proteina che contro morte cellulare, evento culmine dell’attivazione delle 
SAPKs.  I  nostri  studi  si  sono  soprattutto  focalizzati  nelle  fasi  precoci  della 
malattia,  ovvero  quando  l’amiloide  si  trova  presente  nella  sua  forma  solubile 
oligomerica. Le nostre indagini sono state effettuate su colture primarie di neuroni 
corticali  ottenute  da  topi  C57bl/6J  usando metodi  immunocitochimici.  I  nostri 
esperimenti sono stati volti ad individuare la presenza e la localizzazione delle 
SAPKs dopo esposizione  a  differenti  concentrazioni  di  Aβ1-42 e  l'effetto  di  un 
pretrattamento con BDNF. In particolare abbiamo prima esaminato la mortalità 
cellulare  indotta  da  Aβ1-42 a  diverse  concentrazioni  e,  successivamente,  la 
protezione  che  la  neurotrofina  avesse  contro  questo  evento.  In  secondo luogo 
abbiamo valutato i livelli di fosforilazione delle SAPKs in presenza sempre di 
oligomeri di Aβ1-42 e dopo pretrattamento con BDNF. La via attivata da BDNF è 
stata studiata più nel dettaglio mediante un blocco selettivo di uno dei suoi due 
recettori, TrkB. Infine, si è verificato se l’eventuale azione protettiva del BDNF 
dal recettore TrkB.
In conclusione, questa tesi sperimentale si pone  l'obbiettivo di rafforzare il 
ruolo del BDNF quale fattore neuroprotettivo in grado di contrastare  i processi 
neurodegenerativi dipendenti dall'accumulo di beta amiloide.
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2 - MATERIALI E METODI
55
2.1- ANIMALI  
Sono stati utilizzati topi C57Bl-6J neonati (P0-P2). Gli animali sono stati 
allevati  e  messi  in  accoppiamento  nel  nostro  stabulario.  Gli  standard  di 
stabulazione prevedono una temperatura costante e un ciclo giorno-notte di 12 ore 
(con luce accesa dalle 7:00 am alle 7:00 pm) e libero accesso ad acqua e cibo. Le 
procedure sperimentali eseguite sugli animali sono in accordo con le linee guida 
approvate dal Consiglio Direttivo della Comunità Europea e dal Ministero della 
Salute (129/2000-A, 13 Dicembre, 2000).
2.2 - COLTURE CELLULARI  
La dissezione corticale di topi P0-P2 è stata effettuata in HBSS (Gibco, 
Invitrogen,  Italy);  il  tessuto è  stato  omogeneizzato e  digerito  in  tripsina 2.5% 
diluita 1:10 (Euroclone, Celbio, Italia) per 10' a 37°C; poi è stata aggiunta DNasi 
(Sigma Co., St. Luis, Mo) per ottenere una sospensione monostrato di cellule. Le 
cellule sono state successivamente piastrate con densità di 300x103 cell/cm2  su 
vetrini a orologio posti in piastre da 12 pozzetti pretrattate per almeno 2h con 
polilisina 50 µg/ml (Sigma Co., St. Luis, Mo) e incubate over-night con DMEM++ 
(Gibco,  Invitrogen,  Italy)  (NaPiruvato  1mM;  Hepes  5mM;  horse  serum 10%; 
gentamicina 40 µg/mL), dopodiché il mezzo è stato sostituito con NeurobasalA 
56
(gentamicina 40 µg/mL; glutammina 1%; B27 2%). La piastra è stata posizionata 
in un incubatore umidificato a 37°C con CO2 al 5% per 10-15 giorni. Le cellule 
cresciute  e  differenziate  sono  state  utilizzate  per  gli  esperimenti  di  seguito 
descritti.
2.3 -  TEST DI TOSSICITÀ E VALUTAZIONE DELLA PROTEZIONE DEL BDNF  SULLA MORTALITÀ    
CELLULARE  
Per valutare la tossicità della preparazione oligomerica di amiloide-β, le 
cellule, dopo trattamento con Aβ1-42 a differenti concentrazioni (200 nM, 500 nM, 
2 µM) per 10’ sono state colorate utilizzando il  metodo Hoechst/Propidio.  Gli 
oligomeri  sintetici  di  Aβ1-42, (Biosource,  Camarillo,  Ca),  sono stati  preparati  e 
caratterizzati  con  microscopio  a  forza  atomica  (Yan  et  al.,  2007)  e  con 
spettroscopia  di  massa  (Voyager  DE  PRO  MALDI;  Applied  Biosystems, 
Warrington, UK) e le aliquote sono state conservate a -20°C in DMSO in stock da 
2 mM. La miscela è composta da monomeri, dimeri e, in piccola percentuale, da 
trimeri (Origlia et al., 2009).
L’Hoechst è un colorante lipofilico intercalante del DNA che evidenzia 
tutte  le  cellule  presenti,  mentre  il  Propidio  Ioduro,  un  composto  polare 
intercalante gli acidi nucleici,  evidenzia solo le cellule morte. L’Hoechst (Sigma 
Co., St. Luis, Mo) è stato utilizzato ad una concentrazione di 5 µg/mL, il Propidio 
Ioduro (Sigma Co., St. Luis, Mo) ad una concentrazione di 5 µM. Dopo lavaggio 
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con PBS i  vetrini  ad  orologio  sono stati  montati  su  vetrini  da  microscopio  e 
osservati al microscopio confocale.
Gli effetti sulla sopravvivenza cellulare del BDNF sono stati valutati in 
cellule esposte a concentrazioni di BDNF di 5, 10, 25, 50, 100 ng/ml per 30’. 
Utilizzando il metodo PI/Hoechst sopra descritto è stata effettuata una curva dose-
risposta.  Il  BDNF  (Peprotech,  Rocky  Hill,  NJ)  è  stato  disciolto  in  PBS, 
conservato  a  -20°C  in  aliquote  da  1µg/ml  fino  al  momento  dell’uso.  Negli 
esperimenti in cui è stato valutato l’effetto protettivo nei confronti della morte 
cellulare indotta da Aβ1-42 le colture cellulari hanno subito un pretrattamento con 
BDNF alla concentrazione di 50 ng/ml per 30’ e, quindi, sono state stimolate per 
10’ con Aβ1-42 2 μM.
Per quantificare i livelli di mortalità sono state conteggiate le cellule vive e 
quelle morte per campo di acquisizione. Per ogni vetrino sono stati presi 10 campi 
per avere una campionatura completa. I campi di acquisizione sono stati scelti con 
una metodologia comune per tutti i  vetrini: il  centro del vetrino e altri 9 punti 
presi  lungo  la  circonferenza  che  avesse  come  raggio  la  metà  del  raggio  del 
vetrino. La mortalità è stata espressa come percentuale del rapporto fra cellule 
morte e cellule totali del campo. Ogni vetrino viene quindi rappresentato dalla 
media dei 10 campi acquisiti.
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2.4 - ATTIVAZIONE DI P38 MAPK E JNK E PROTEZIONE DEL BDNF  
Per  studiare  gli  effetti  della  β-amiloide  sulle  chinasi  intracellulari  p38 
MAPK e JNK le colture neuronali  sono state sottoposte a trattamento per 10’ 
minuti  con  Aβ1-42 a  differenti  concentrazioni  (200  nM,  500  nM,  2  µM).  Per 
mettere  in  evidenza  le  forme  fosforilate  di  p38  MAPK  e  di  JNK  sono  stati 
utilizzati  anticorpi  specifici  (Rabbit  Anti-Phospho-p38  MAPK  Thr180/Tyr182 
LifeSpan; C-Jun N-Terminal Kinase 1 JNK1/MAPK8 Thr183/Tyr185 Chemicon, 
Billerica,  MA).  Una  volta  ricostituiti  gli  anticorpi  sono  stati  conservati 
rispettivamente a -80° e a -20°. Come anticorpo secondario è stata utilizzata una 
IgG anti-Rabbit Alexa Fluor 488 (Molecular Probes). I nuclei delle cellule sono 
stati evidenziati con Propidio Ioduro. 
Con l’intento di prevenire l’attivazione delle chinasi indotte dal trattamen-
to con β-amiloide abbiamo effettuato una preincubazione con BDNF alla concen-
trazione di 50 ng/mL (per 30’ prima della applicazione di Aβ1-42). Trascorsi i 30’ di 
incubazione allo stesso terreno è stata aggiunta la β-amiloide e lasciata quindi in 
co-incubazione per 10’ con il BDNF.
L’attivazione delle vie delle MAPKinasi è stata espressa come percentuale 
del rapporto fra cellule che risultavano positive per la marcatura con l’anticorpo 
anti-p38 MAPK o anti-JNK e le cellule totali del campo. Anche in questo caso 
abbiamo acquisito 10 campi per vetrino e la scelta dei 10 campi è stata effettuata 
come sopra descritto.
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Per  valutare  se  gli  effetti  del  BDNF fossero  mediati  dal  suo  specifico 
recettore, abbiamo ripetuto tutti gli esperimenti dopo aver bloccato selettivamente 
il recettore TrkB con K252a per 30’ alla concentrazione di 500nM. BDNF e  β-
amiloide sono stati  aggiunti  allo stesso terreno di  coltura seguendo lo  schema 
sperimentale riportato in Fig. 2.1. 
K252a è un alcaloide isolato da Nonomuraea longicatena. E’ un inibitore 
specifico delle Tirosin Chinasi oltre che un potente inibitore delle Protein Chinasi 










Fig.  2.1 -  Paradigma sperimentale:  le  colture cellulari  sono state  trattate  per  10’ con Aβ1-42 alla 
concentrazione opportuna. Per valutare la protezione del BDNF sono state invece co-trattate per 30’ 
con BDNF alla concentrazione di 50 ng/ml. Per individuare la via recettoriale coinvolta sono state 
precedentemente trattate per 30’ con K252a, bloccante selettivo per le tirosin chinasi. Al termine dei 
trattamenti  le  cellule  sono  state  fissate  per  15’  con  PFA al  4%  e  quindi  è  stata  eseguita  la 
immunocitochimica con gli opportuni anticorpi
2.5 - IMMUNOCITOCHIMICA  
Le cellule sono state fatte crescere e differenziare su vetrini polilisinati per 
10-15 giorni. Dopo i trattamenti sono state fissate con PFA al 4% in PBS per 15' a 
temperatura ambiente. Dopo tre lavaggi con PBS 1X sono state incubate in una 
soluzione di bloccaggio e di permeabilizzazione (PBS + 0,3% Triton X-100 + 
10% FBS + 5% BSA) per 30' a temperatura ambiente. Dopo 2 lavaggi in PBS + 
0,3%  Triton  X-100  i  vetrini  sono  stati  incubati  (over-night)  con  l'anticorpo 
primario per la forma fosforilata di p38 MAPK (1:2000) e di JNK (1:150) diluiti 
nella  soluzione di bloccaggio.  Dopo 3 lavaggi con PBS + 0,3% Triton X-100 
abbiamo incubato per 1h le cellule con l'anticorpo secondario Alexa Fluor 488 
Goat  anti-Rabbit  IgG  diluito  1:500  nella  soluzione  di  bloccaggio. 
Successivamente, i vetrini sono stati lavati 2 volte con PBS + 0,3% Triton X-100 
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. Peso molecolare: 467.47
e  una  volta  solo  con  PBS.  Per  valutare  la  morfologia,  come  colorazione  di 
contrasto, le cellule sono state trattate con Propidio Ioduro. 
I  vetrini  sono  stati  montati  con  Vectashield  su  vetrini  portaoggetti  e 
analizzati  al  microscopio  confocale  Leica  TCS-NT (Leica  Microsystem)  e  a 
fluorescenza Nikon (Nikon Eclipse E600). Le immagini sono state acquisite con 
obiettivo 40X con risoluzione di 1024x1024 pixel. I filtri usati sono stati FITC e 
GFP per  Alexa  Fluor,  TRITC  per  il  Propidio.  Tutte  le  immagini  sono  state 
acquisite con parametri costanti e nello stesso giorno per evitare alterazioni della 
fluorescenza.
Le  immagini  ottenute  sono state  poi  analizzate  con il  software  ImageJ 
(NIH).
2.6 - STATISTICA  
I dati quantitativi ottenuti dall'analisi delle immagini risultano avere una 
distribuzione normale e quindi sono stati analizzati con il test ANOVA ad una via 
seguito da un test per confronti multipli (Student-Newman-Keuls). I test sono stati 





3.1 - TOSSICITÀ DEL PEPTIDE A  β1-42   IN COLTURE NEURONALI 
Le placche amiloidee sono una delle caratteristiche principali  di  AD. Sono 
costituite dalla specie di amiloide lunga 42aa che, liberata come monomero, si 
assembla  successivamente  in  oligomeri  (dimeri,  trimeri,  etc...)  per  poi  andare 
incontro a rapida fibrillogenesi  fino a  formare le  placche.  Studi  recenti  hanno 
evidenziato che sono soprattutto le piccole forme omodimeriche ad indurre effetti 
sinaptotossici.  Infatti,  dimeri di  β-amiloide sono in grado di inibire l’LTP e di 
ridurre  le  spine  dendritiche  nell’ippocampo  di  ratto  (Shankar  et  al.,  2008; 
Eisenhauer et al., 2000; per una review sulla tossicità di Aβ vedi Clippingdale et 
al., 2001 e per una review sugli oligomeri solubili di Aβ vedi Selkoe, 2007). La 
soluzione  oligomerica  di  Aβ1-42 da  noi  utilizzata  è  stata  precedentemente 
caratterizzata utilizzando la spettrometria di massa; questa analisi ha rivelato la 
presenza di dimeri e trimeri oltre che di monomeri (Origlia et al., 2009) (Fig. 3.1).
Pertanto,  l’aspetto  iniziale  sul  quale  ci  siamo  focalizzati  è  stato  valutare 
l’effetto tossico della nostra preparazione oligomerica di peptide sintetico Aβ1-42. 
Per fare questo, le colture neuronali esposte a  differenti concentrazioni di Aβ1-42 
sono  state  analizzate  dopo  una  doppia  colorazione  nucleare  in  grado  di 
discriminare le cellule vive da quelle morte (rispettivamente Hoechst e Propidio 
Ioduro -PI/Hoechst-). Dopo aver trattato colture primarie di neuroni corticali di 
topo per 10’ con di Aβ1-42 (200 nM, 500 nM e 2 µM) i vetrini dove sono cresciute 
le colture sono stati fissati, montati e analizzati. Le immagini ottenute sono state 
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analizzate  mediante  un  criterio  morfologico  di  tipo  quantitativo.  L’indice  di 
mortalità è espresso come percentuale fra le cellule morte e le cellule totali per 
campo.  Con l’aumentare  della  concentrazione si  nota  un aumento della  morte 
cellulare:  già  a  partire  da  una  concentrazione  pari  a  200  nM  (Aβ 200  nM 
15.616±2.608%  vs  7.242±1.571%  nel  controllo,  P=0.0597),  si  ha  un  trend 
positivo,  sebbene  la  significatività  statistica  si  raggiunga  solamente  con  la 
concentrazione di 500 nM (Aβ 500 nM 50.535±6.975% vs controllo, P<0.001) e 
si  mantiene  con la  concentrazione  ancora  superiore,  ovvero  2 µM (Aβ 2  µM 
44.190±5.551% vs controllo, P<0.01). Quindi la concentrazione di Aβ1-42 di 200 
nM può essere considerata come una concentrazione letale per cellule corticali di 
topo in coltura primaria (Fig. 3.2 e Fig. 3.3).
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Figura 3.1: analisi con lo spettrometro di massa di Aβ
1-42
. La composizione oligomerica della 
preparazione di Aβ
1-42
 è stata caratterizzata usando uno spettrometro di massa. Il segnale 
principale corrisponde a ioni molecolari di monomeri, dimeri e trimeri di Aβ (Origlia et al., 2009)
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CTRL Aβ1-42 200nM Aβ1-42 500nM Aβ1-42 2µM
Mean 7.242 15.616 50.535 44.190
SEM 1.571 2.608 6.975 5.55
 
Figura 3.2: effetti neurotossici di Aβ
1-42
. La concentrazione di 200 nM non ha un 
effetto significativo sulla vitalità cellulare, mentre a 500 nM e a 2 µM si nota una 
mortalità significativa rispetto al controllo. Immagini con doppia colorazione 
PI/Hoechst (PI in rosso, Hoechst in azzurro) prese con un microscopio a fluorescenza 
(ingrandimento 40x)
Figura 3.3: effetti neurotossici di Aβ
1-42
. Tabella e grafico relativo ai valori percentuali dei 
rapporti fra cellule vive e cellule morte per campo ottenuti dalle immagini ottenute con il 
microscopio a fluorescenza (Fig. 3.2)


























3.2 - EFFETTO PROTETTIVO DEL BDNF SULLA MORTE CELLULARE INDOTTA DA A  β1-42  
Il  BDNF è  in  grado  di  proteggere  i  neuroni  da  differenti  tipologie  di 
insulto  (Lindvall  et  al.,  1994;  Tapia-Arancibia  et  al.,  2004)  e  gioca  un  ruolo 
importante nello sviluppo neuronale e nel mantenimento dei neuroni del sistema 
nervoso  centrale  e  periferico  (Lewin  e  Barde,  1996;  Thoenen,  1995).  Inoltre, 
alcuni studi hanno riscontrato una diminuzione dei livelli di BDNF nel tessuto 
cerebrale post-mortem di pazienti affetti da AD e che l’entità di tale diminuzione è 
correlata con la gravità della malattia (Laske et al.,  2007). Sia il  precursore di 
questa NTs che la sua forma matura e il suo mRNA sono diminuiti nella corteccia 
parietale e nell’ippocampo già in una fase pre-clinica della malattia (Peng et al., 
2005; Michalski e Fanhestock, 2003; Holsinger et al., 2000; Phillips et al., 1991). 
Infine, in un lavoro del 2008 di Arancibia et al., viene mostrata una protezione del 
BDNF contro le neurotossicità di Aβ1-42 in cellule corticali di ratto. Nello stesso 
lavoro si  evidenziano anche un effetto tossico dose-dipendente per due diversi 
peptidi  amiloidei (Aβ1-42 e  Aβ25-35)  e una maggiore protezione del BDNF sugli 
effetti indotti dalla forma di 42aa.
Gli studi sopra riportati ci hanno spinto a valutare l’effetto protettivo della 
neurotrofina BDNF sulla mortalità cellulare indotta da β-amiloide. Prima abbiamo 
verificato che il BDNF non risultasse tossico per le cellule in coltura usando il 
saggio di mortalità PI/Hoechst: la mortalità cellulare è stata stabilita dopo aver 
trattato le cellule con diverse concentrazioni di BDNF per 30’ (5 ng/ml, 10 ng/ml, 
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25 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml). Non si nota aumento della mortalità cellulare 
rispetto ai vetrini di controllo con nessuna di queste concentrazioni (BDNF 5 ng/
ml 9.465±0.58%, BDNF 10 ng/ml 8.432±0.88%, BDNF 25 ng/ml 12.425±3.91%, 
BDNF 50 ng/ml 20.345±2.61%, BDNF 100 ng/ml 20.556±2.97% vs controllo 













Mean 14.790 9.465 8.432 12.425 20.345 20.556
SEM 5.587 1.478 1.683 4.851 3.690 2,972
Figura 3.5: assenza di neurotossicità da parte del BDNF.  Tabella e grafico relativo ai valori 
percentuali dei rapporti fra cellule vive e cellule morte per campo ottenuti dalle immagini 
ottenute con il microscopio a fluorescenza (Fig. 3.4)






















Figura 3.4: assenza di neurotossicità da parte del BDNF. Le concentrazioni di BDNF da 5 
a 100 ng/ml risultano non tossiche per culture neuronali. Immagini con doppia colorazione 
PI/Hoechst (PI in rosso, Hoechst in azzurro) prese con un microscopio a fluorescenza con un 
obbiettivo 40x
Per garantire quindi una protezione ottimale contro la tossicità indotta da 
beta  amiloide  abbiamo  deciso  di  pretrattare  le  nostre  cellule  per  30’ con  la 
concentrazione  di  BDNF di  50 ng/ml,  in  accordo anche  a  quanto riportato  in 
letteratura (Arancibia et al., 2008). Le cellule venivano pretrattate con BDNF 50 
ng/ml e quindi stimolate con Aβ1-42 alle concentrazioni di 200 nM, 500 nM e 2 µM 
per  10’.  Il  pretrattamento con la  neurotrofina è  in  grado di  ridurre  l’indice di 
mortalità  valutato  con  la  doppia  colorazione  PI/Hoechst  utilizzando le 
concentrazioni di Aβ1-42 di 500 nM e 2 µM: il pretrattamento di 30’ di BDNF alla 
concentrazione di 50 ng/ml è in grado di ridurre l’indice di mortalità in cellule 
trattate con Aβ1-42 fino a livelli di controllo (Aβ1-42 500 nM 50.535±6.975% vs 
BDNF 50 ng/ml+  Aβ1-42 500 nM 9.351±2.957%;  Aβ1-42 2µM 44.19±5.551% vs 
BDNF 50 ng/ml+ Aβ1-42 2 µM 14.77±3.95%, P<0.001; BDNF 50 ng/ml+A Aβ1-42 
500 nM e  BDNF 50 ng/ml+  Aβ1-42 2 µM vs controllo P>0.05). I nostri risultati 
sono quindi in accordo con quanto precedentemente riportato (Arancibia et al., 
2008). Immagini esemplificative delle colture cellulari  colorate con Propidio e 






BDNF 50ng/ml 20.345 2.618
Aβ1-42 200nM 15.616 2.608
BDNF 50ng/ml + Aβ1-42 200nM 11.642 2.618
Aβ1-42 500nM 50.535 6.975
BDNF 50ng/ml + Aβ1-42 500nM 9.351 2.957
Aβ1-42 2µM 44.19 5.551
BDNF 50ng/ml + Aβ1-42 2µM 14.77 3.95
 
Figura 3.6: protezione del BDNF sulla neurotossicità indotta da Aβ
1-42
.  La 
concentrazione di BDNF di 50 ng/ml risulta avere un effetto neuroprotettivo sulla morte 
cellulare indotta da Aβ
1-42
. Immagini con doppia colorazione PI/Hoechst (PI in rosso, 
Hoechst in azzurro) prese con microscopio a fluorescenza (obbiettivo 40x) 
Figura 3.7: protezione del BDNF sulla neurotossicità indotta da Aβ
1-42
.  Tabella e grafico 
relativo ai valori percentuali dei rapporti fra cellule vive e cellule morte per campo ottenuti 
dalle immagini ottenute con il microscopio a fluorescenza (Fig. 3.6)
























3.3 - OLIGOMERI DI  Aβ1-42 ATTIVANO LE CHINASI INDOTTE DA STRESS: P38 MAPK E JNK  
Risultati recenti dimostrano che la presenza di Aβ a livello extracellulare è 
in grado di attivare vie di stress che convergono a livello intracellulare sull’attiva-
zione di chinasi, in particolare p38 MAPK e JNK (Origlia et al., 2008; Origlia et 
al., 2009 b). Inoltre, modelli in vivo, quali il topo transgenico che esprime una for-
ma con doppia mutazione di APP umana (TgCNRD8), mostrano un’attivazione, a 
livello dell’ippocampo, di p38 MAPK e di JNK, soprattutto nella microglia, negli 
astrociti  ma anche nei neuroni. Mentre la chinasi p38 MAPK risulta attivata in 
queste specie cellulari indipendentemente dalla distanza dalle placche, al contrario 
JNK risulta attivata principalmente nella microglia che circonda gli aggregati di 
β-amiloide (Giovannini et al., 2008). Studi precedenti del nostro gruppo di ricerca 
(Origlia et al., 2008) hanno messo in evidenza un ruolo specifico per l’attivazione 
di p38 MAPK nei neuroni, dimostrando che la fosforilazione di questa chinasi è 
essenziale per l’inibizione di LTP indotta dalla  β-amiloide, confermando inoltre, 
in colture primarie di neuroni, che la fosforilazione di p38 MAPK aumenta dopo 
esposizione a concentrazioni non letali di Aβ1-42. Proprio sulla base di questi dati 
siamo andati ad indagare una possibile attivazione di p38 MAPK e di JNK dopo 
esposizione a differenti concentrazioni di Aβ1-42 in colture neuronali di topo.
L’attivazione  della  p38  MAPK  è  stata  valutata  mediante  microscopia 
confocale e microscopio a fluorescenza. Le immagini così ottenute sono state poi 
analizzate  seguendo  un  criterio  morfologico  quantitativo,  ovvero  valutando  il 
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numero  di  cellule  attivate  per  campo  rispetto  al  numero  totale. La  forma 
fosforilata  della  MAPK è  stata  marcata  con un  anticorpo specifico,  mentre  il 
numero  di  cellule  totali  è  stato  misurato  colorandole  con  Propidio  Ioduro.  In 
condizioni di controllo, dopo 10-15 giorni di coltura le cellule hanno un aspetto 
fusiforme  con  interconnessioni  mediate  da  prolungamenti  citoplasmatici.  Le 
cellule  trattate  con  una  concentrazione  di  Aβ1-42 di  200  nM,  quindi  una 
concentrazione non ancora in grado di indurre una significativa morte cellulare, 
presentano evidenti segni morfologici di un precoce stadio di sofferenza cellulare 
(quali  ritrazione  dei  prolungamenti  e  nuclei  più  rotondeggianti).  Inoltre,  il 
rapporto fra  cellule attivate dal trattamento e  cellule totali  mostra  un aumento 
statisticamente  significativo  della  marcatura  con  fosfo-p38  MAPK  già  alla 
concentrazione di Aβ1-42 di 200 nM (Aβ1-42 200 nM 18.31±2.05% vs 10.09±1.45% 
nel controllo,  P<0.05); sia questo rapporto che gli evidenti segni morfologici di 
sofferenza cellulare rimangono invariati alla concentrazione di Aβ1-42 di 500 nM 
(Aβ1-42 500  nM  19.04±1.97% vs  controllo,  P<0.05)  mentre  aumentano 
ulteriormente nelle cellule trattate con un una concentrazione Aβ1-42 pari a 2 µM 
(Aβ1-42 2 µM 37.26±4.13%vs controllo, P<0.001). 
Come controllo positivo è stato usato il perossido di idrogeno, un fattore 
stressogeno per le cellule. Un pretrattamento con H2O2 alla concentrazione di 100 
µM per 10’ fa aumentare in maniera significativa la fosforilazione di p38 MAPK 
e  un  pretrattamento  con  BDNF  50  ng/ml  per  30’  è  in  grado  di  ridurne 
l’incremento fino a non mostrare differenze significative con i valori di controllo 
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(H2O2 18.7±2.46% vs controllo, P<0.01, t-test).
P38 MAPK risulta, perciò, attivata dalla presenza nel mezzo cellulare di 
oligomeri  di  Aβ1-42;  la  sua  attivazione  inizia  ad  essere  evidente  a  partire  da 
concentrazioni sub-letali di Aβ per poi accentuarsi a concentrazioni in grado di 
indurre  morte  cellulare.  Le  immagini  della  immunocitochimica  e  della 
quantificazione sono riassunte nella Figg. 3.8 e 3.9.
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Figura 3.8: attivazione di p38 MAPK da parte di Aβ
1-42
. p38 MAPK fosforilata mostra un incremento 
statisticamente significativo già alla concentrazione di Aβ
1-42
 di 200 nM, per poi aumentare con le 
concentrazioni maggiori. Immagini con doppia colorazione ottenute con il microscopio confocale con un 
obbiettivo 40x, con il rosso sono evidenziati i nuclei delle cellule (Propidio Ioduro) e con il verde (Gfp) 
l’anticorpo per la forma fosforilata di p38 MAPK. Con le frecce sono indicate alcuni neuroni fortemente 
attivati; nel riquadro un particolare di neuroni fortemente attivati
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Figura 3.9: attivazione di p38 MAPK da parte di Aβ1-42. Tabella e grafico relativo ai valori 
percentuali  dei rapporti fra cellule attivate e cellule totali per campo ottenuti  dalle immagini 
ottenute con il microscopio confocale (Fig. 3.8)
CTRL Aβ1-42 200nM Aβ1-42 500nM Aβ1-42 2µM
Mean 10.09 18.31 19.04 37.26
SEM 1.45 2.05 1.97 4.13
 






























* P<0,05    * * P<0,001 
Con la stessa metodologia di immunocitochimica siamo andati a valutare 
l’attivazione  di  JNK,  l’altra  principale  chinasi  indotta  dallo  stress.  Anche  in 
questo  caso  già  alla  concentrazione  letale  di  Aβ1-42 di  200  nM,  si  nota 
un’attivazione statisticamente significativa rispetto alle cellule di controllo (Aβ1-42 
200 nM 30.73±1.13% vs 11.81±1.15% nel controllo, P<0.001). A concentrazioni 
maggiori, quali quella di 2 µM, si ha un drastico aumento dell’attivazione fino a 
quadruplicare i livelli di proteina attivata rispetto ai valori di controllo (Aβ1-42 500 
nM 27.33±3.85% vs controllo, P<0.001; Aβ1-42 2  µM 56.29±2.50% vs controllo, 
P<0.001) (Figg. 3.10 e 3.11). 
77
78
CTRL Aβ1-42 200nM Aβ1-42 500nM Aβ1-42 2µM
Mean 11.81 30.73 27.33 56.29
SEM 1.15 1.13 3.85 2.50
 
Figura 3.10: attivazione di JNK da parte di Aβ
1-42
. JNK fosforilata ha un incremento 
significativo alla concentrazione di Aβ
1-42
 di 200 nM. Immagini con doppia colorazione ottenute 
con il microscopio confocale con un obbiettivo 40x, con il rosso sono evidenziati i nuclei delle 
cellule (Propidio Ioduro) e con il verde (Gfp) l’anticorpo per la forma fosforilata di p38 MAPK. 
Con le frecce sono indicate alcuni neuroni fortemente attivati
Figura 3.11: attivazione di JNK da parte di Aβ
1-42
. Tabella e grafico relativo ai valori 
percentuali dei rapporti fra cellule attivate e cellule totali per campo ottenuti dalle immagini 






























Entrambe le MAPK analizzate in questo studio risultano quindi fosforilate 
in presenza del peptide neurotossico Aβ1-42 quando questo si trova presente nel 
mezzo  di  coltura  a  concentrazioni  sub-letali;  ciò  suggerisce  che  nella 
neurotossicità  progressiva  indotta  dalla  β-amiloide  vi  sia  un  coinvolgimento 
precoce delle  vie  intracellulari  che convergono su queste  chinasi  indotte  dallo 
stress.
3.4 - IL BDNF È IN GRADO DI PREVENIRE LA FOSFORILAZIONE DI P38 MAPK E DI JNK  
Nel presente lavoro è stato messo in evidenza che un pretrattamento con 
BDNF è in grado di prevenire la morte cellulare indotta da  Aβ1-42; pertanto, la 
nostra indagine sperimentale si  è successivamente rivolta a capire se il  BDNF 
fosse in grado anche di prevenire l’attivazione di p38 MAPK e di JNK associata 
alla neurotossicità indotta da β-amiloide.
Prima di stimolare le colture cellulari si è aggiunto al terreno di coltura la 
neurotrofina  BDNF  alla  concentrazione  di  50  ng/ml  per  30'.  Dopo  questo 
pretrattamento è stata aggiunta la proteina Aβ1-42 e si è svolto l’sperimento come 
descritto  sopra.  Con  un’analisi  morfometrica  delle  immagini  acquisite  si 
evidenziano  minori  segni  di  sofferenza  nelle  cellule  pretrattate  con  BDNF.  Il 
rapporto  fra  cellule  attivate  rispetto  a  cellule  totali,  inoltre,  non  dimostra 
differenze statisticamente significative fra cellule pretrattate con la neurotrofina e 
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successivamente  stimolate  con  Aβ1-42 e  cellule  di  controllo,  evidenziando  la 
capacità del BDNF di ridurre i livelli di fosforilazione di p38 MAPK (Figg. 3.12 e 
3.13), sia alla concentrazione di Aβ1-42 200 nM ( Aβ1-42 18.31±2.05% vs BDNF 50 
ng/ml+ Aβ1-42 10.27±0.88%, P<0.05), sia con Aβ1-42 500 nM ( Aβ1-42 18.9±1.78% 
vs BDNF 50 ng/ml+  Aβ1-42 10.6±1.65%, P<0.05) che con  Aβ1-42 2 µM (  Aβ1-42 
37.3±4.13% vs BDNF 50 ng/ml+  Aβ1-42 9.9±2.81%, P<0.001); inoltre, le cellule 
pretrattate  con BDNF e,  successivamente esposte  ad  Aβ1-42 mostrano livelli  di 
fosforilazione simili a quelle trattate solo con BDNF sia per la concentrazione più 
bassa  (BDNF  50  ng/ml+  Aβ1-42 200  nM 10.27±0.88%  vs  BDNF  50  ng/ml 
8.38±1.51%, P=0.98), che per Aβ1-42 500 nM (BDNF 50 ng/ml+ Aβ1-42 10.6±1.65 
% vs BDNF 50 ng/ml, P=0.98) che per  Aβ1-42 2 µM (BDNF 50 ng/ml+  Aβ1-42 
9.9±2.81% vs BDNF 50 ng/ml, P=0.88). 
80
81
Figura 3.12: il BDNF riduce la fosforilazione di p38 MAPK indotta da Aβ1-42.  Un pretrattamento di 
30’ con BDNF 50 ng/ml è un grado di ridurre la fosforilazione di p38 MAPK fino a valori di controllo. 
Immagini con doppia colorazione ottenute con il microscopio confocale con un obbiettivo con 
ingrandimento 40x, con il rosso sono evidenziati i nuclei delle cellule (Propidio Ioduro) e con il verde 
(Gfp) l’anticorpo per la forma fosforilata di p38 MAPK. Con le frecce sono indicate alcuni neuroni 




BDNF 50ng/ml 8,38 1,51
Aβ1-42 200nM 18,31 2,05
BDNF 50ng/ml + Aβ1-42 200nM 10,27 0,88
Aβ1-42 500nM 18,9 1,78
BDNF 50ng/ml + Aβ1-42 500nM 10,6 1,65
Aβ1-42 2µM 37,3 4,13
BDNF 50ng/ml + Aβ1-42 2µM 9,99 2,81
Figura 3.13: il BDNF riduce la fosforilazione di p38 MAPK indotta da Aβ1-42. Tabella e 
grafico relativo ai valori percentuali dei rapporti fra cellule attivate e cellule totali per campo 
ottenuti dalle immagini ottenute con il microscopio confocale (Fig. 3.12)




































no BDNF 50 ng/ml
Il  BDNF  è  in  grado  di  ridurre  significativamente  anche  i  livelli  di 
fosforilazione  di  JNK  sia  per  la  concentrazione  di  Aβ1-42 200  nM  (Aβ1-42 
30.73±1.13% vs BDNF 50ng/ml+Aβ1-42 9.66±1.21%, P<0.001), sia con Aβ1-42 500 
nM (Aβ1-42 27.33±3.85% vs BDNF 50ng/ml+Aβ1-42 12.66±1.54%, P<0.001) che 
con  Aβ1-42 2µM (Aβ1-42 56.29±2.50% vs  BDNF 50ng/ml+Aβ1-42 26.82±3.37%, 
P<0.001). Anche per questa SAPK i livelli di attivazione delle cellule pretrattate 
con BDNF e, successivamente, stimolate con Aβ1-42 non presentano una differenza 
statisticamente  significativa  con  le  cellule  trattate  con  BDNF  sia  alla 
concentrazione più bassa di Aβ1-42, ovvero 200 nM (BDNF 50 ng/ml+Aβ1-42 200 
nM 9.66±1.21% vs BDNF 50ng/ml 8.76±1.14%, P=0.777), sia per Aβ1-42 500nM 
(BDNF  50  ng/ml+Aβ1-42 12.66±1.54%  vs  BDNF  50  ng/ml,  P=0.608).  Per  la 
concentrazione  di  Aβ1-42 2  µM,  invece,  si  nota  una  riduzione  statisticamente 
significativa dei livelli di attivazione di JNK anche se questa riduzione non è tale 
da  riportare  i  livelli  a  quelli  di  cellule  trattate  solo  con  BDNF  (BDNF  50 
ng/ml+Aβ1-42 26.82±3.37% vs BDNF 50 ng/ml, P<0.001). Questo è dovuto alla 
forte  attivazione di  questa MAPK quando stimolata  con alte concentrazioni  di 
Aβ1-42 2 µM (Figg. 3.14 e 3.15).
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Figura 3.14: il BDNF riduce la fosforilazione di JNK indotta da Aβ1-42. Un pretrattamento di 30’ 
con BDNF 50 ng/ml è in grado di ridurre la fosforilazione di JNK fino a valori di controlli. 
Immagini con doppia colorazione ottenute con il microscopio confocale con un obbiettivo 40x, con 
il rosso sono evidenziati i nuclei delle cellule (Propidio Ioduro) e con il verde (Gfp) l’anticorpo per 




BDNF 50ng/ml 8,76 1,13
Aβ1-42 2 200nM 30,73 1,13
BDNF 50ng/ml + Aβ1-42 200nM 9,66 1,21
Aβ1-42 500nM 27,33 3,85
BDNF 50ng/ml + Aβ1-42 500nM 12,66 1,54
Aβ1-42 2µM 56,29 2,5
BDNF 50ng/ml + Aβ1-42 2µM 26,82 3,37
 
Figura 3.15: il BDNF riduce la fosforilazione di JNK indotta da Aβ
1-42
. Tabella e grafico 
relativo ai valori percentuali dei rapporti fra cellule attivate e cellule totali per campo ottenuti 































no BDNF 50 ng/ml
3.5 - K252A È IN GRADO DI INIBIRE L’EFFETTO NEUROPROTETTIVO DI BDNF   
E’  noto  che  il  BDNF  svolge  il  proprio  ruolo  biologico  attraverso 
l’attivazione di due recettori: la tirosin-chinasi TrkB (Barbacid, 1994; Bothwell, 
1995; Lewin e Barde, 1996) ed il pan-recettore per le neurotrofine, p75. Il legame 
della neurotrofina con il primo recettore fa attivare vie di trasduzione del segnale 
che  conducono  alla  sopravvivenza  cellulare  compresa  la  via  delle  MAPK 
Ras/ERK  (extracellular  signal  regulated  kinase),  la  via  PI3K/Akt  (fosfatidil-
inositol-3-OH chinasi) e la PLC-γ (fosfolipasi C) (Kaplan e Miller, 2000; Pawson 
e Nash, 2000). Al contrario, il recettore p75 innesca un segnale apoptotico ma, se 
coespresso  con  TrkB,  aumenta  l’affinità  della  neurotrofina  con  quest’ultimo 
recettore, consentendo una modulazione della sopravvivenza e crescita neuronale, 
della trasmissione sinaptica e della plasticità corticale (Henderson, 2002; Lee et 
al., 2002; Dechant e Barde, 2002)  L’indagine per stabilire se il BDNF attivasse 
TrkB per espletare la propria azione di protezione nei confronti di Aβ1-42 è stato 
effettuato  utilizzando  il  composto  K252a,  un  inibitore  specifico  delle  tirosin-
chinasi,  in  grado  di  bloccare  il  segnale  di  TrkB.  Il  protocollo  sperimentale 
prevedeva di aggiungere al terreno di coltura in successione il K252a (500nM per 
30’), il BDNF (50 ng/ml per 30’) e Aβ (500 nM per 10’). 
Il rapporto fra cellule attivate e cellule totali risultava invariato tra cellule 
trattate con Aβ e cellule trattate con Aβ+BDNF e l’inibitore K252a, sia per quanto 
riguarda  p38  MAPK  che  JNK  (p38  MAPK:  Aβ1-42 500  nM  18.9±1.78%  vs 
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K252a+BDNF+Aβ1-42 500nM  16.22±2.05%,  P=0.278;  JNK:  Aβ1-42 500  nM 
27.33±3.85%  vs  K252a+BDNF+Aβ1-42 500nM  21.88±1.35%,  P=0.21).  Ciò 
suggerisce che bloccando selettivamente il recettore TrkB il BDNF non è più in 
grado di  proteggere  le  cellule  corticali  dalla  tossicità  indotta  da  Aβ1-42 e  che, 
quindi, la protezione del BDNF avviene attraverso l’attivazione del suo recettore 




BDNF 50ng/ml 8,38 1,51
K252a 500nM 9,5 1,17
Aβ1-42 500nM 18,9 1,78
BDNF 50ng/ml + Aβ1-42 500nM 10,6 1,65
K252a 500nM + BDNF 50ng/ml + Aβ1-42 500nM 16,22 2,05
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Figura 3.16: K252a blocca l’effetto protettivo del BDNF sull’attivazione di p38 MAPK.  Un 
pretrattamento di 30’ con K252a 500nM è in grado di bloccare l’effetto protettivo che il BDNF sulla 
neurotossicità indotta dall’amiloide. Immagini con doppia colorazione ottenute con il microscopio 
confocale con un obbiettivo 40x, con il rosso sono evidenziati i nuclei delle cellule (Propidio Ioduro) e 
con il verde (Gfp) l’anticorpo per la forma fosforilata di p38 MAPK
Figura 3.17: K252a blocca l’effetto protettivo del BDNF sull’attivazione di p38 MAPK. 
Tabella e grafico relativo ai valori percentuali dei rapporti fra cellule attivate e cellule totali 
per campo ottenuti dalle immagini ottenute con il microscopio confocale (Fig. 3.16)







vehicle BDNF 50 ng/ml K252a Aβ  500nM Aβ 500nM+ BDNF 50
ng/ml






















BDNF 50ng/ml 8,76 1,13
K252a 500nM 11,1 0,61
Aβ1-42 500nM 27,33 3,85
BDNF 50ng/ml + Aβ1-42 500nM 12,66 1,54
K252a 500nM + BDNF 50ng/ml + Aβ1-42 500nM 21,88 1,35
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Figura 3.18: K252a blocca l’effetto protettivo del BDNF sull’attivazione di JNK.  Un 
pretrattamento di 30’ con K252a 500nM è in grado di bloccare l’effetto protettivo che il BDNF 
sulla neurotossicità indotta dall’amiloide. Immagini con doppia colorazione ottenute con il 
microscopio confocale con un obbiettivo 40x, con il rosso sono evidenziati i nuclei delle cellule 
(Propidio Ioduro) e con il verde (Gfp) l’anticorpo per la forma fosforilata di p38 MAPK
Figura 3.19: K252a blocca l’effetto protettivo del BDNF sull’attivazione di JNK. 
Tabella e grafico relativo ai valori percentuali dei rapporti fra cellule attivate e cellule 

































Il nostro lavoro è stato rivolto alla valutazione dell’effetto protettivo da 
parte  della  neurotrofina  BDNF nei  confronti  della  neurotossicità  indotta  dalla 
forma di 42 aminoacidi della proteina β-amiloide (Aβ1-42), ovvero un frammento 
derivante  dal  processo di  proteolisi  della  proteina  precursore transmembranale 
APP. Questo particolare frammento è considerato il più neurotossico e aggrega 
facilmente  formando  depositi  fibrillari  che  si  evidenziano  come  placche  nei 
cervelli post-mortem di pazienti affetti dalla AD. Quindi un’iperproduzione, fino 
ad un accumulo di Aβ, è una caratteristica patologica della AD.
Tuttavia,  vi  è  una  discrepanza  tra  la  comparsa  dei  deficit  cognitivi,  la 
presenza di placche amiloidee e le alterazioni della memoria e di altre capacità 
cognitive che insorgono ben prima della deposizione di Aβ nelle placche senili 
(Selkoe, 2002). Pertanto si è fatta strada l’ipotesi che Aβ, anche in forma solubile, 
fosse in grado di interferire con la funzione neuronale. In particolare numerosi 
studi hanno evidenziato che Aβ in forma solubile ed oligomerica è in grado di 
inibire la plasticità sinaptica nell’ippocampo. Le due forme classiche di plasticità 
sinaptica del sistema nervoso sono l’LTP e l’LTD (Long Term Depression), che 
stanno  alla  base  dei  processi  di  apprendimento  e  di  memoria.  Pertanto  gli 
oligomeri solubili di Aβ potrebbero avere un ruolo importante nel determinare le 
alterazioni cognitive che caratterizzano gli stadi precoci di AD.
L’interazione degli oligomeri di Aβ1-42 con la plasticità sinaptica è stata 
dimostrata da diversi gruppi. Wang et al., in un lavoro del 2004 hanno dimostrato 
che  sia  la  forma  sintetica  di  Aβ1-42 sia  quella  ottenuta  da  colture  cellulari 
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transfettate,  sono in  grado di  inibire  completamente  la  LTP.  Inoltre,  gli  stessi 
autori, utilizzando dei bloccanti specifici di p38 MAPK e di JNK, riuscivano a 
prevenire l’inibizione di LTP. Già in un precedente lavoro del 2002 Walsh et al. 
avevano  mostrato  che  l’induzione  di  LTP  in  vivo nell’ippocampo  è  inibita  da 
oligomeri  di  Aβ1-42 estratti  da  cervelli  di  pazienti  affetti  da  AD,  ma  non  dai 
monomeri ne’ dalle fibrille.
L’inibizione di LTP indotto da Aβ1-42 può rappresentare una precoce mani-
festazione di AD o, in particolare, l’esordio di MCI (Mild Cognitive Impairment, 
una fase caratterizzata da deficit cognitivi di modesta entità che possono evolvere 
in AD) (Cullen et al., 1997; Chapman et al., 1999; Selkoe, 2002).
In un lavoro del 2008 di Shankar et al., si dimostra che dimeri di Aβ diret-
tamente estratti dalla corteccia cerebrale di pazienti affetti da AD sono in grado di 
inibire LTP, di facilitare l’espressione di LTD (Long Term Depression, l’altra prin-
cipale forma di plasticità sinaptica a lungo termine), di ridurre la densità delle spi-
ne dendritiche nell’ippocampo e di ridurre la memoria nell’apprendimento com-
portamentale in ratti. Shankar et al. dimostrano quindi che i dimeri di Aβ1-42 sono 
la più piccola specie sinaptotossica (2008).
In esperimenti condotti nel nostro laboratorio di ricerca, si è inoltre dimo-
strato che un’applicazione di Aβ1-42 per 10’ a concentrazione nanomolare è in gra-
do di inibire completamente l’LTP in varie strutture corticali (sia nella corteccia 
entorinale che in quella visiva; Origlia et al., 2008, Origlia et al., 2009). Negli 
stessi lavori è stato dimostrato che Aβ1-42 inibisce la plasticità sinaptica attraverso 
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l’attivazione di MAPK: i livelli di fosforilazione di p38 MAPK risultano aumen-
tati significativamente in neuroni corticali a partire da concentrazioni di Aβ1-42 di 
200 nM.
Il primo aspetto che siamo andati a studiare è stato quello della neurotossi-
cità indotta da Aβ1-42. Chiari segni della neurotossicità indotta da oligomeri da Aβ1-
42 sono stati osservati in colture primarie di cellule corticali. Dopo trattamento con 
una concentrazione di Aβ1-42 di 200 nM per 10’ le colture mostrano la tendenza ad 
aumentare i livelli della mortalità cellulare (rapporto fra cellule morte/cellule tota-
li per campo). Un trattamento di 10’ di Aβ1-42 500 nM porta invece ad un aumento 
statisticamente significativo della mortalità cellulare rispetto alle cellule di con-
trollo, mentre aumentando la concentrazione a 2 µM non si osserva un ulteriore 
aumento dei livelli di mortalità cellulare e questo trattamento non differisce in 
modo statisticamente significativo dalla concentrazione di 500 nM. Questi dati ci 
hanno permesso di definire la concentrazione di 200 nM di Aβ1-42 in forma oligo-
merica come una concentrazione letale 
Il nostro interesse si è rivolto a verificare gli effetti di differenti concentra-
zioni di Aβ, che corrispondono verosimilmente a stadi diversi della neurodegene-
razione dovuta all’accumulo di amiloide sull’attivazione progressiva di vie di tra-
sduzione neuronali legate allo stress. 
In particolare abbiamo studiato i livelli di attivazione di p38 MAPK e di 
JNK in risposta alla presenza di Aβ1-42, poiché sono le due MAPK che principal-
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mente risentono della presenza di fattori di stress (per questo vengono indicate 
come SAPKs: Stress-Activated protein kinases).
La proteina p38 MAPK è largamente espressa in tutto il cervello adulto ed 
è coinvolta nella plasticità sinaptica e nei processi di apprendimento e memoria 
(per una review vedi Kyriakis et al., 2001). Elevati livelli di Aβ1-42 nel cervello di 
modelli murini di AD portano all’attivazione della microglia attraverso la fosfori-
lazione di p38 MAPK e, conseguentemente, al rilascio di citochine proinfiamma-
torie (Xia et al., 1995; Kawasaki et al., 1997). Questa MAPK risulta inoltre attiva-
ta precocemente nell’ippocampo dei pazienti affetti da AD (Sun et al., 2003). La 
forma fosforilata di questa proteina si ritrova nella microglia, negli astrociti e nei 
neuroni sia vicini  che distanti  dagli  aggregati  di β-amiloide (Giovannini et  al., 
2008). In cellule primarie corticali l’attivazione di p38 MAPK è indotta da Aβ1-42 
in maniera concentrazione-dipendente e la tossicità di Aβ1-42 diminuisce quando 
p38 MAPK è inibita dal suo inibitore specifico SB203580 (Zhu et al., 2005). 
La cascata di JNK viene attivata nei neuroni dei cervelli di pazienti affetti 
dalla AD, suggerendo un suo coinvolgimento nella patogenesi della malattia e nel-
la morte neuronale che accompagna gli stadi neurodegenerativi più avanzati. In 
particolare, JNK attivata si ritrova nei cervelli AD a uno stadio caratterizzato dalla 
presenza di neurofibrille concentrate soprattutto nella corteccia entorinale (Braak 
e Braak, 1994; Pei et al., 2001). Inoltre, studi precedenti mostrano che in colture 
corticali  neuronali  il  trattamento con il  peptide Aβ1-42 porta a fosforilazione di 
JNK e successiva morte cellulare (Shoji et al., 2000; Zhu et al., 2001); come pure 
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nelle cellule PC12 si nota una rapida attivazione delle due isoforme JNK1 e JNK2 
in risposta ad un trattamento con Aβ1-42. Questa attivazione risulta bloccata da ini-
bitori specifici di JNK. Anche l’attivazione di c-Jun, un substrato di JNK, risulta 
implicata nella risposta alla tossicità indotta da Aβ1-42 (Troy et al., 2001). Nelle re-
gioni corticali e ippocampali di individui in uno stadio avanzato di AD la forma 
fosforilata di JNK si trova localizzata esclusivamente in associazione con le alte-
razioni neurofibrillari (grovigli e placche), ma è quasi completamente assente nel-
le stesse regioni di cervelli giovani o in cervelli di controllo della stessa età, ma 
non affetti da AD. Tuttavia, vi sono evidenze che, anche in presenza di una lieve 
alterazione cognitiva (come ad esempio in pazienti affetti da MCI), si nota una fo-
sforilazione di JNK a livello nucleare e una traslocazione della forma fosforilata 
dal nucleo al citoplasma, indicando che un’attivazione e una ridistribuzione della 
forma fosforilata di JNK si correla con il progredire della malattia (Zhu et al., 
2001).
Andando ad analizzare le due SAPKs i nostri dati hanno messo in eviden-
za che già ad una concentrazione non letale di Aβ1-42 si ha un aumento statistica-
mente significativo della loro forma fosforilata.  Gli esperimenti di immunocito-
chimica condotti su colture corticali primarie di topo hanno dimostrato che ad una 
concentrazione di 200 nM per 10’ (alla quale non si riscontra una morte cellulare 
statisticamente significativa) i neuroni corticali mostrano già un’importante attiva-
zione sia di p38 MAPK che di JNK. I livelli di fosforilazione sia di p38 MAPK 
che di JNK, inoltre, incrementano all’aumentare della concentrazione di Aβ1-42, in 
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particolare con la concentrazione di Aβ1-42 di 2 µM. Quindi sembra che una delle 
prime risposte cellulari alla presenza di Aβ sia l’attivazione delle SAPKs. Nei no-
stri esperimenti l’attivazione delle SAPKs ha mostrato un andamento concentra-
zione-dipendente rispetto ad Aβ1-42: se cellule corticali erano trattate con concen-
trazioni maggiori, e sempre per 10’, si inducevano maggiori livelli di fosforilazio-
ne di p38 MAPK e di JNK.
Ci è sembrato interessante valutare la possibilità di un eventuale ruolo pro­
tettivo dei fattori neurotrofici della famiglia del NGF (neurotrofine), essendo que­
ste ultime fra i principali mediatori della plasticità neuronale e del trofismo cellu-
lare. In questo lavoro ci siamo concentrati sul BDNF. Il BDNF è una neurotrofina 
in grado di promuovere la sopravvivenza neuronale e guidare lo sviluppo del si-
stema nervoso, nonché di proteggere i neuroni da insulti di varia natura. Il BDNF 
e i suoi recettori sono espressi in aree cerebrali che mostrano un alto grado di pla-
sticità neuronale e risultano compromesse nella AD (ippocampo, ipotalamo e cor-
teccia). Una mutazione puntiforme (val66met) nella forma immatura del BDNF si 
associa ad alterazioni delle funzioni ippocampali ed a disturbi lievi delle funzioni 
cognitive nell’uomo, soprattutto della memoria episodica verbale,  (Egan et  al., 
2003).
Nella AD sono state descritte alterazioni della produzione e della secrezio-
ne di BDNF (Connor et al., 1997; Michalski e Fahnestock, 2003; Phillips et al., 
1991).  I suoi livelli risultano diminuiti in cellule corticali neuronali (Tong et al., 
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2004; Garzon e Fahnestock, 2007; Arancio e Chao, 2007), nel siero (Laske et al., 
2007) e nell’ippocampo di persone affette dalla AD (Arancibia et al., 2008).
Alcune ipotesi sono state formulate per spiegare la genesi della AD, tra cui 
l’ipotesi neurotrofica. Infatti, è stato proposto che la AD potesse essere dovuta ad 
un deficit nell'espressione dei fattori neurotrofici o dei suoi recettori, tra cui TrkB 
(Connor  et  al.,  1998).  E’ stato  riportato  che  sia  i  livelli  proteici  sia  i  livelli 
dell'mRNA di  BDNF  sono  ridotti  significativamente  nell'ippocampo  e  nella 
corteccia dei soggetti con AD (Hock et al., 2000). Inoltre risultati ottenuti in vitro 
ed in vivo indicano che il BDNF promuove la sopravvivenza e la differenziazione 
dei neuroni colinergici del mesencefalo basale ed ippocampali, proteggendoli da 
eventuali lesioni (Murer et al., 2001). Questi risultati indicano la presenza di un 
collegamento importante fra la AD e l'espressione di TrkB e/o di BDNF. A livello 
ipotetico  la  diminuzione  dei  livelli  di  BDNF  può  indurre  una  riduzione  di 
supporto  trofico  e  può  contribuire,  così,  alla  degenerazione  delle  popolazioni 
neuronali specifiche nel cervello di pazienti affetti da AD, compreso il sistema 
colinergico del prosencefalo basale. In modelli animali di AD la somministrazione 
di BDNF ha un effetto neuroprotettivo in aree cerebrali coinvolte precocemente in 
questa patologia. E’ interessante notare che la sua azione protettiva viene svolta 
indipendentemente dalla presenza di placche amiloidi (Nagahara et al., 2009). Gli 
effetti neuro protettivi in vitro e in vivo del BDNF sono stati valutati recentemente 
da Arancibia et al. (2008) dimostrando che il BDNF è in grado di prevenire la 
morte neuronale indotta da Aβ1-42 con un effetto dose-risposta. 
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In questo quadro si inserisce il lavoro del nostro gruppo, coinvolto nello 
sviluppo di nuove strategie terapeutiche e di composti farmacologicamente attivi 
per ripristinare la funzione neuronale alterata dall’accumulo di Aβ1-42. Rispetto ai 
precedenti lavori apparsi in letteratura si è cercato di individuare un potenziale 
ruolo  protettivo  della  neurotrofina  BDNF  contro  l’insorgenza  di  alterazioni 
indotte da Aβ1-42.  In particolare il nostro studio su cellule in coltura ha cercato di 
riprodurre le fasi precoci della AD, quando la  Aβ si presenta in forma solubile 
oligomerica.  In  questa  forma  la  Aβ1-42 è  in  grado  di  indurre  diversi  tipi  di 
alterazione  in  funzione  della  concentrazione  usata  come mostrato  nella  prima 
parte della  tesi:  l’attivazione di protein chinasi  (SAPKs) coinvolte  nello stress 
cellulare per una concentrazione  di 200 nM e morte cellulare per concentrazioni 
superiori a 500 nM. La domanda che ci siamo posti è se il BDNF fosse in grado di 
prevenire  non  solo  la  morte  cellulare  come  riportato  in  un  recente  lavoro 
(Arancibia et al. 2008) ma anche l’attivazione di SAPKs. Per verificare eventuali 
effetti neuroprotettivi abbiamo usato un pretrattamento delle cellule in coltura con 
BDNF per 30’. Si è scelto questo protocollo in quanto precedenti osservazioni 
sperimentali  condotte  su   colture  di  neuroni  ed  in  fettine  ippocampali  hanno 
evidenziato risposte differenti a seconda della modalità di somministrazione del 
BDNF  e  di  attivazione  del  suo  recettore:  un’attivazione  transitoria  del  TrkB 
indotta  da  un  trattamento  acuto  promuove  l’allungamento  dei  neuriti  ed  un 
allargamento  della  testa  delle  spine  dendritiche,  mentre  una  sua  attivazione 
prolungata  facilita  la  ramificazione  neuritica  e  l’allungamento  del  collo  delle 
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spine. In fettine di ippocampo una somministrazione acuta di BDNF aumenta la 
trasmissione sinaptica basale, mentre una somministrazione graduale facilita LTP 
(Ji et al., 2010).
Abbiamo documentato che un trattamento di 30’ con BDNF alla concen-
trazione di 50 ng/ml non solo era in grado di ridurre la mortalità indotta da Aβ1-42, 
ma anche di ridurre i livelli di fosforilazione delle due SAPKs, ovvero di p38 
MAPK e JNK. Infatti, cellule pretrattate con BDNF 50 ng/ml e, successivamente, 
con Aβ1-42 per 10’ (sia alla concentrazione di 200 nM, di 500 nM e di 2 µM) mo-
strano livelli di fosforilazione sia di p38 MAPK che di JNK paragonabili alle cel-
lule di controllo e alle cellule trattate solo con BNDF. Quindi il BDNF, già in una 
fase precedente a quella in cui compare la morte cellulare, è in grado di prevenire 
la fosforilazione delle due SAPKs coinvolte nello stress cellulare indotto da Aβ1-42 
e che verosimilmente caratterizza una fase precoce della AD. Quindi, rispetto al 
lavoro precedente di Arancibia et al (2008), abbiamo dimostrato che il BDNF è in 
grado di proteggere le cellule corticali dallo stress cellulare indotto da  Aβ1-42 a 
basse concentrazioni e non ancora in grado di indurre morte cellulare. Lo studio 
della fase precoce della malattia, quindi la scelta di tempi relativamente brevi di 
trattamento delle cellule con Aβ1-42 e di concentrazioni basse, è alla base di questo 
lavoro. Per verificare che il BDNF espletasse la sua azione per mezzo del suo re-
cettore TrkB si è usato un inibitore (K252a) dell’attivazione di TrkB. I risultati ot-
tenuti indicano chiaramente che, andando a bloccare il TrkB, il trattamento delle 
cellule in coltura con BDNF non era più in grado di esercitare il suo effetto neuro-
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protettivo contro gli effetti dell’amiloide beta. Questi risultati permettono anche di 
escludere che il BDNF si opponga agli effetti tossici della beta amiloide mediante 
un’attivazione trans-recettoriale aspecifica.
Possiamo quindi concludere che i nostri dati permettono di ipotizzare che 
il BDNF abbia un effetto protettivo nei confronti di beta amiloide riducendo sia 
l’attivazione di MAP chinasi coinvolte nello stress cellulare che la morte cellulare 
in cellule corticali trattate con concentrazioni crescenti di Aβ1-42. Inoltre, i risultati 
ottenuti indicano  che  questo  effetto  neuroprotettivo  del  BDNF  è  mediato 
dall’attivazione del suo recettore specifico, il TrkB.
In base a questi  risultati  i  fattori neurotrofici,  quale il  BDNF, appaiono 
quindi  utili  per  la  protezione  dei  neuroni  o  per  la  riparazione  di  neuroni 
danneggiati  da  un’esposizione  ad  Aβ1-42 durante  una  fase  precoce  della  AD 
caratterizzata da un’aumentata presenza di beta amiloide in forma oligomerica. 
Tuttavia,  in  vista  di  un  potenziale  uso  terapeutico,  alcuni  problemi  inerenti  il 
trattamento con neurotrofine rimangono non risolti. Particolarmente problematici 
risultano alcuni aspetti legati alla difficoltà di raggiungere regioni specifiche del 
SNC  da  parte  di  neurotrofine  somministrate  per  via  sistemica.  Infatti,  le 
neurotrofine hanno di per sé una diffusione limitata nel SNC ed, inoltre, risulta 
difficile il loro attraversamento della barriera emato-encefalica. I tentativi futuri 
dovranno prendere in considerazione metodi indiretti, quali ad esempio l’uso di 
trapianti  con  cellule  precedentemente  transfettate  ed  adatte  a  secernere  la 
neurotrofine, oppure l'utilizzo di piccole molecole atte a passare la barriera emato-
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encefalica  e  capaci  di  stimolare  la  liberazione  di  neurotrofine  endogene  o 
l’attivazione dei loro recettori.
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